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A sejtek anyagcsere (metabolikus) folyamatainak szabályozása fontos szerepet játszik 
a biológiai változások bioenergetikai hátterének biztosításában. A legkülönbözőbb 
betegségek, így a daganatbiológiai folyamatok megértéséhez is hozzájárulhat, adott 
kórképek metabolikus aktivitás-változásainak feltérképezése (1). Az elmúlt fél 
évszázadban az onko- és szupresszor génmutációk szerepének vizsgálata – a technikai 
fejlődések, köztük a humán genom projekt eredményeként is – óriási lendületet és 
hangsúlyt kapott. Párhuzamosan a célzott kezelések térnyerésével egyre szélesebb körben 
kutatott a terápiával szembeni rezisztenciamechanizmusok megértése, amiben a 
mikrokörnyezet, a tumorheterogenitás genetikai jellegzetességeinek vizsgálata mellett, a 
daganatok metabolikus útvonal változásainak megismerése is szükséges. 
 
1.1  A daganatok anyagcsere változásai a tumornövekedésben 
 
A görög metabole szó eredetileg változást jelent. A mai orvosbiológiai értelmezés 
szerint a metabolizmus – anyagcsere – olyan komplex reakciók, illetve folyamatok 
összessége, amelyek egyensúlyt teremtenek a felépítő (anabolikus) és lebontó 
(katabolikus) folyamatok között, miközben biztosítják az energiát és építőelemeket a 
sejtek, a szervezet növekedéséhez és fenntartásához. A lebontó folyamatok az oxigén 
jelenléte, felhasználása szempontjából is megkülönböztethetőek. Eukarióta sejtekben a 
citrátciklus és oxidatív foszforiláció (OXPHOS) a mitokondriumban zajlik, de számos 
egyéb folyamat (pl. glikolízis, fehérje-, lipidbontás stb.) is segíti a bioenergetikai 
egyensúly fenntartásához a szükséges ATP és/vagy felépítőelemek biztosítását. Eközben 
egyéb kofaktorok és szubsztrátok (pl. NADH, NADPH, acetil- és metilcsoport) is 
termelődnek, ezek az előbbiek mellett epigenetikai módosításokhoz, a génszabályozás 
változásaihoz is szükségesek. A tumorsejteknek ATP és bioszintetikus prekurzor 
molekula igényük mellett, a megemelkedett reaktív oxigén gyök (ROS) képződést is 
kompenzálni kell, ez a tumorsejtek túlélésében szintén rendkívül fontos (2). 
A tumorsejtek jellegzetességei között a kontrollt vesztett növekedéssel 
összefüggésben egyre több tényezőt ismertünk meg. Hanahan és Weinberg legutóbb 




megváltozott bioenergetikai sajátosságaival (1. ábra) (3, 4). Eredetük, genetikai és 
szövettani heterogenitásuk ellenére a tumorok általánosan hasonló anyagcsereútvonal-
átrendeződésekkel rendelkeznek. Ugyanakkor, az alapvető metabolikus folyamatok 
aktivitásának aránya még egy tumorban – az adott tumorszövet különböző területein is – 
különböző lehet (sejt mikrokörnyezete, tápanyag-, növekedési faktor-, 
oxigénellátottságtól függően) (5). 
 
1. ábra. A Hanahan és Weinberg által meghatározott legfontosabb tumorsejt 
jellegzetességek. 2011-ben a korábban megadott jellegzetességek (korlátlan osztódás, 
apoptózis gátlása, sejtnövekedést gátló hatások kikerülése, proliferáció fenntartása, 
angiogenezis fokozása, inváziós és áttétképző képesség) mellé négy további is került, 
ezek: tumorellenes immunválasz elkerülése, tumort támogató gyulladások, genom 
instabilitás és mutációk, energetikai folyamatok átprogramozása). ((3) alapján) 
 
A glükózhasznosítás útvonalai biokémiai tanulmányainkból is jól ismertek, a 
citoplazmában zajló glikolízis lépései után a legjobb hatékonysággal a mitokondriumban, 
a citromsavcikluson (TCA) és OXPHOS-on keresztül nyer energiát a sejt. Oxigén 
hiányában vagy akár pszeudohipoxia (daganatok szabályozási zavarai miatt oxigén 
jelenlétében is) esetén a glikolízis laktáttermelés mellett is képes energiát biztosítani (6). 
Energetikailag kedvezőbb a TCA-OXPHOS útvonal (36 mol ATP), mint a tejsavas 




helyzetben ez a kedvezőtlenebb hatásfokú folyamat akár növekedési/alkalmazkodási 
előnyt is jelenthet a sejteknek. A mikrokörnyezetnek és a sejt aktuális állapotának (8) (pl. 
tápanyag-, vagy oxigénellátottság) is meghatározó szerepe van abban, hogy a sejtek 
glikolitikus vagy inkább OXPHOS fenotípusúak (9) az adott szövetben. Változó 
körülmények mellett a metabolikus heterogenitás (változatosság), a különböző sejtek 
metabolikus kapcsoltsága, szimbiózisa (adott területek a tumoron belül optimalizálva 
hasznosítják a rendelkezésre álló bioenergetikai forrásokat; pl. egyik régióban termelődő 
laktát egy oxigenizált részén a tumornak hasznosulhat) nagymértékben segíti a 
tumorszövet növekedését, a sejtek túlélését. Jól ismert, hogy a sejt stressz hatások (pl. 
növekedési faktorok hiánya vagy útvonalak gátlása) mellett kompenzál, így biztosítja 
túlélését, proliferációját. Előbbi saját elemek lebontását (autofágia) vagy mitokondriális 
károsodáskor, akár magas glikolitikus aktivitást is jelenthet (10). A daganat növekedéskor 
azonban a felépítő folyamatoknak jut fő szerep, osztódáskor az utódsejteknek szükségük 
van új nukleinsavak, fehérjék, membránok, sejtalkotók felépítésére. A glikolízis, a 
mitokondriális anyagcsere-folyamatok, a csonka citrátkör (ld. később) fontos helyet 
foglalnak el a tumorsejteket felépítő folyamatokban. A különböző anyagcsere köztes 
termékek (metabolitok), mint az acetil-KoA vagy glükóz, aminosavak bontásából 
származó egyéb termékek nemcsak a zsírsav-, lipid-, fehérjeszintézisben, de a fehérje, 
hiszton acetilációban vagy DNS metilációban is részt vehetnek (11). 
 
1.1.1 A tumorsejtek anyagcsere-változásai 
 
1.1.1.1 Fokozott glükózhasznosítás és a Warburg-effektus 
 
Az 1920-as években Otto Warburg figyelte meg és írta le elsőként, hogy a normál 
sejtekhez képest tumor sejtek sokkal több glükózt használnak. Daganatos és ép májszövet 
összehasonlító vizsgálatakor a daganatos szövet tízszer intenzívebb glükóz anyagcserét 
mutatott alacsonyabb oxigén felvétel és fokozott tejsav (laktát) termelés mellett (12, 13). 
Warburg a tumorok életképességének glükózfüggését is jellemezte (12). A folyamatot, a 
tejsavas glikolízist leírója után nevezzük Warburg-effektusnak, lényege, hogy a 
rendelkezésre álló oxigén mennyiségétől függetlenül a tumorsejtek többsége a piruvátot 




glükózból az intracelluláris tejsav szint emelkedéssel párhuzamosan lényegesen kevesebb 
ATP keletkezik, gyorsasága miatt azonban a tumorsejtek előnyben részesíthetik 
(egységnyi idő alatt több ATP előállítása). A keletkező tejsavat a monokarboxilát 
transzporterek (MCT) szállítják az extracelluláris térbe, ahol mikrokörnyezeti hatásai is 
hozzájárulnak a tumornövekedéshez (9).  
 
2. ábra. Warburg-effektus bioenergetikai következménye. A glükóz hasznosítás 
lehetséges eltérései jól oxigenizált, anaerob környezetben, illetve intenzíven osztódó 
sejtekben, köztük tumorsejtekben. ((6) alapján) 
 
A savas mikrokörnyezet segíti a mátrix metalloproteázok aktiválódását és különböző 
szöveti elemek lebontását. Fokozza a fibroblaszt sejtek VEGF termelését, az endotél 
sejtek VEGFR2 expresszióját, ezen keresztül segíti a tumorban zajló angiogenezist. 
Laktát hatására bizonyos kemokinek és citokinek (pl. IL8, CXC-k és receptoraik) 
fokozott termelése, illetve a savas mikrokörnyezet gátolja a citotoxikus T-, illetve NK-
sejtek differenciációját és funkcióit, míg az immunszupresszív hatású regulátor T-sejtek 
és M2 típusú makrofágok differenciációját serkenti. Mindezek a tumormátrixban olyan 
szöveti és sejtes átrendeződéseknek kedveznek, amelyek nemcsak a tumornövekedést, de 
az invazív tumorsejtek megjelenését és keringésbe lépését, végsősorban a rezisztens 





3. ábra. A tejsavtermelés, az extracelluláris pH emelkedés tumornövekedést segítő 
hatásai. A tejsavas acidózis mikrokörnyezeti hatásai a szöveti környezetben a 
mátrixelemek lebontásával, a különböző sejtek gyulladásos és érképzést befolyásoló 
faktorainak termelődésével. segítik az immunszupresszív környezet kialakulását, a 
daganatnövekedést és az inváziót is. ((15) alapján) 
 
A tumorsejtek glükóz-felvételét, így pl. a glükóz transzporterek (GLUT) 
kifejeződését, számos génregulációs változás, köztük többféle onkogén aktiváció is 
támogatja. A glikolízissel összefüggésben pl. a MYC, RAS, AMPK, HIF-1, PI3K, AKT, 
TP53 gének hiperaktivitását figyelték meg (13, 14, 16, 17). A GLUT családnak 13 tagja 
közül a GLUT1, a GLUT3, a GLUT4 és a GLUT6 fokozott termelését mutatták ki 
daganatsejtekben (18). Tumoros sejtekben tápanyagmegvonáskor fokozódik a GLUT1 
kifejeződése és akár apoptózis rezisztencia is kialakulhat, míg erre a normál sejtek nem 
képesek, így elpusztulnak (18). A GLUT1 expresszió, ill. glükózfelvétel fokozódást a 
képalkotó diagnosztikában a tumornövekedés, illetve a metasztázisok monitorozására 
használja a 18-as fluor izotóppal jelölt dezoxiglukóz felvételét jelző FDG-PET-CT. A 
glükózfelvételt követően enzimek sora vesz részt a bioenergetikai hasznosításban, ezek 
mind potenciális célpontjai terápiás gátlószerek fejlesztésének (4. ábra). A glükóz 
foszforilációban szerepet játszó hexokináz-2 (HK2) és számos más glikolitikus enzim 
(PKM2, PFK2, LDHA) is emelkedett expressziót mutat a gyorsan proliferáló tumorokban 




(13, 16, 17, 21), mára a glikolízis gátlószer fejlesztések és a dietetikus/életmódváltozások 
is kitüntetett figyelmet kaptak a legkülönbözőbb terápiás vizsgálatokban (22). 
 
4. ábra. A glikolízis, a Warburg-effektus legfontosabb lépései és helyük a 
tumorsejtek bioenergetikai egyensúlyát fenntartó metabolikus folyamatokban. A 
glikolízis és a Warburg-effektus lépései piros nyíllal vannak kiemelve a feltüntetett 
vázlatos és leegyszerűsített metabolikus hálózatban (a részletesebb magyarázat a 
szövegben található). 
 
1.1.1.2 A glutaminolízis szerepe a tumoranyagcserében  
 
A glutamin a legnagyobb mennyiségben előforduló nem esszenciális aminosav a 
vérplazmában. Mennyisége a szövetekben jelentősen csökkenhet és így akár 
esszenciálissá is válhat gyors növekedés vagy bizonyos betegségek esetében. A 
proliferáló sejtek fokozott glutaminigénye közismert. A glutamin szerepe az anyagcsere-
folyamatokban kettős, a fehérje- és nukleotidszintézisnek, az N- és O-glikolizációnak is 
fontos eleme, de a lebontásakor keletkező termékek bioenergetikai (glutamát) és 




A glutamin felvételéhez megfelelő transzporterekre (pl. SLC1A5, SLC7A5), majd 
lebontásához glutamináz (GLS) enzimre van szükség. A glutamin-glutamát átalakulást 
vese-típusú (GLS) vagy máj-típusú (GLS2) glutamináz enzimek segítik, ezek kinetikai 
tulajdonságainkban, és fehérjeszerkezetükben, szöveti eloszlásukban is különböznek 
egymástól (24). A GLS génről három (KGA – kidney glutaminase, GAC – glutaminase 
C, GAM – glutaminase M), míg a GLS2-ről két különböző izoforma (LGA – liver 
glutaminase, GAB – glutaminase B) keletkezhet. Ezek közül a GAM nem rendelkezik 
katalitikus aktivitással, míg általában a GAC fehérje nagy mennyisége jellemzi a 
tumorsejteket (24, 25). A tumornövekedésben a GLS-nek és a GLS2-nek ellenkező 
szerepe van. Míg a c-Myc transzkripciós faktor szabályozása alatt álló GLS expressziója 
a tumornövekedéssel és agresszivitással, addig a P53 szabályozott GLS2 a 
tumornövekedés gátlásával függ össze (24-26). A GLS aktivitás fokozódását leírták már 
rossz prognózisú melanoma, agy-, máj- és tüdőtumorokban (25, 27, 28). A GLS2 fehérje 
túltermelésének szerepét megfigyelték a Rac1, illetve a PI3K/Akt útvonal gátlásában, ami 
összefüggést mutatott a betegek hosszabb túlélésével és az adott daganat migrációs, 
inváziós és áttétképző képességének csökkenésével is (27, 29). 
A glutamát, fehérje- vagy nukleinsav beépülést követő lebontás után vagy direkt 
módon -ketoglutarát (-KG) átalakulást követően hasznosulhat. Az α-KG legalább 
kétirányú hasznosulása lehetséges: a) a citrátkörön át a mitokondriális oxidációban 
hozzájárulhat a normál sejtek (pl. lymphocyták, fibroblasztok, bélhámsejtek), 
daganatsejtek ATP termeléséhez (30), b) vagy reverz úton izocitrát-citrát átalakuláson 
keresztül támogathatja a zsírsav-, lipidszintézist (5. ábra). A tumorsejtek megnövekvő 
energiaszükségletének és felépítő folyamatainak biztosítása egyes esetekben (főleg in 
vitro) glutamin-függőség kialakulásához is vezet (21, 31, 32). Jelentős, a daganatsejtek 
esetében is sokszor nélkülözhetetlen szerepe van az endogén antioxidáns hatású glutamát 
tartalmú glutathione tripeptidnek (GSH) is, ami a sejteket az oxidatív stresszhatásokkal 
szemben védi (30, 33). Természetesen a sejt redox egyensúlyának fenntartásában a GSH 
mellett a NADPH szint is kulcsfontosságú (30, 33). Mindezeket figyelembe véve, a 
glutaminolízis daganatterápiás célpont lehet, az elmúlt évtizedben a GLS inhibitorok 





5. ábra. A glutaminolízis, a glutaminhasznosítás, a TCA ciklus és a lipidanyagcsere 
legfontosabb lépései és helyük a tumorsejtek bioenergetikai egyensúlyát fenntartó 
metabolikus folyamatokban. A glutaminolízis lépései és a glutamátfelhasználás egyes 
lehetőségei, a TCA ciklus folyamatai és kapcsolata az OXPHOS-szal, a lipidanyagcsere 
a dolgozatban is vizsgált folyamatai és leegyszerűsített helye a vázlatos metabolikus 
hálózatban (a részletesebb magyarázat a szövegben található, a korábban nem szereplő 
rövidítések: α-KGDH – α-KG dehidrogenáz, SCS –szukcinát szintáz, MDH – malát 
dehidrogenáz, CS – citrát szintáz, ACLY – ATP-citrát liáz, ACSS2 – Acetil-koenzimA 
szintetáz 2, SCD1 – sztearol koenzimA deszaturáz 1), *onkometabolit. 
 
1.1.1.3 A citromsavciklus (Szentgyörgyi-Krebs ciklus) és az oxidatív foszforiláció 
aktivitásváltozásai tumorsejtekben 
 
A tumorszövetekben bioenergetikai szükségletek kiszolgálása sok esetben a sejtek 
anyagcsere-útvonalainak gyors átrendeződését igényli. Warburg eredeti hipotézise 
szerint a fokozott glikolízis mitokondriális diszfunkcióval magyarázható, ami azt 




évtizedek eredményei bebizonyították, hogy előbbi a legtöbb daganat esetében nem igaz 
(36). Sőt azt is igazolták, hogy egyes tumorsejtek még átmeneti ideig sem képesek túlélni 
OXPHOS nélkül (37). Ideális állapot a tumorsejtek számára, ha a környezethez, a 
növekedési igényekhez alkalmazkodva a Warburg glikolízis és az OXPHOS 
mechanizmusok egyensúlyban vannak és egyaránt elérhetőek (5. ábra).  
Előbbiekhez a citromsavciklus köztestermékeinek folyamatos pótlása szükséges, ami 
több irányból is lehetséges pl. glikolízisből, glutaminolízisből, piruvát karboxilációból 
vagy zsírsav-oxidációból. Bizonyos esetekben, a piruvát alacsony szintje mellett, a 
piruvát beléphet a „csonka” citrátkörbe, ahol citrát termelődik, majd a metabolitok 
kiáramlanak a citromsavciklusból (kataplerózis). Ezek után a citoplazmában (acetil-KoA-
án keresztül) részt vesznek különböző folyamatokban, pl. a membránképződésben (38). 
Ilyenkor a sejt glutaminforrásból is képes betölteni a citromsavciklust (anaplerózis) (39), 
de fehérjék és más szénhidrátok is oxidálódhatnak, miközben ATP és citromsavciklus 
köztestermékek keletkeznek (40). Energiaszükség idején reduktív karboxilációban, pl. a 
zsírsavak oxidációja is képes a citromsavciklus feltöltésére, így szolgáltatva 
„üzemanyagot” az ATP szintézishez, miközben a termelt NADPH + H+ hozzájárul a 
redox egyensúly fenntartásához is (41). Az egyensúlyi reakciókban egyéb szubsztrátok 
pl. laktát (reverz Warburg hatás), ketontestek és aminosavak is oxidálódhatnak (42), 
biztosítva a sejtek számára extrém körülmények között is a nagyfokú bioenergetikai 
alkalmazkodást. 
Előbbi források a citromsavcikluson keresztül a mitokondrium mátrixban NADH + 
H+-t és FADH2-t termelnek, majd a belső mitokondriális membrán jól ismert (43) 
elektron-transzportlánc komplexein (komplex I – NADH dehidrogenáz, III – CoQH2- 
citokróm C reduktáz és IV – citokróm C oxidáz) a terminális oxidációban CO2 és H2O 
kilépés mellett ATP-t állítanak elő (44). Bizonyos enzimmutációk (citrát-szintáz, 
akonitáz (45), fumarát-hidratáz (46), szukcinát-dehidrogenáz (47) és izocitrát-
dehidrogenáz (48)) a citromsavciklus, az OXPHOS működési egyensúlyát súlyosan 
megzavarhatják. Az enzimfunkciók kiesését (pl. fumarát-hidratáz, szukcinát-
dehidrogenáz) vagy funkciónyerését (pl. izocitrát-dehidrogenáz) okozhatják, amelyeknek 
következményeként egyes metabolitok kóros mennyiségben halmozódhatnak fel. A 
fumarát, a szukcinát szint emelkedése és a D-2-hidroxiglutarát (2-HG) megjelenése pl. 




vezethet, amelyek a laktát tumornövekedést segítő hatásaihoz hasonlóan növekedési 
előnyt biztosítanak a tumorsejteknek. Az előbbi mennyiségében vagy szerkezetében 
megváltozott anyagcsere köztestermékek, amelyek segítik a tumornövekedést, az 
onkometabolitok. 
A nyugvó sejtek, így az őssejtek metabolikus aktivitása ismerten alacsonyabb, mint a 
proliferáló vagy funkcionáló szöveti sejteké, a szükséges bioenergetikai hátterüket 
elsősorban az OXPHOS biztosítja. Az eddigi irodalmi adatok nem egységesek, de a 
tumorőssejtekre is inkább OXPHOS fenotípus jellemző (49). Ezeket az OXHPOS 
fenotípusú tumorőssejteket, „dormant” sejteket, illetve reaktivációjukat hozzák 
összefüggésbe a későbbi progresszióval, a megjelenő terápiarezisztenciával a legtöbb 
rossz prognózisú daganatban (50). 
 
1.1.1.4 Fontosabb zsírsav anyagcsere-változások jelentősége daganatokban 
 
Számos az energiaelőállítással és -tárolással vagy a sejtmembrán létrehozásával és 
működésével kapcsolatos folyamatban (51), akár jelátviteli folyamatokban és bizonyos 
gének aktiválásában is részt vesznek a lipidek, zsírsavak, szfingolipidek, szterollipidek, 
glicerolipidek és glicero-foszfolipidek. Ezekben a folyamatokban kulcsfontosságúak a 
zsírsavak, amelyeket egyetlen acetil-KoA lánchosszabítással a zsírsav-szintáz (FAS) hoz 
létre (51, 52). A létrejött telített és telítetlen zsírsavakat a legkülönbözőbb módon 
használhatja fel (pl. β-oxidáción energianyerés, membránfelépítés), illetve raktározhatja 
a sejt, a szervezet. Adott helyzetekben a sejt raktározott, saját anyagait – a zsírsavakat és 
a koleszterolt – lebonthatja, majd anyagcsere köztestermékként felhasználhatja 
növekedés és osztódás közben (53-55). 
A zsírsav bioszintézis egyik központi irányítója az SREBP transzkripciós faktor (56). 
Más szabályozó faktorokkal együtt hangolja össze a zsírsavak felépítéséhez szükséges 
enzimek együttműködését (pl. acetil-KoA-liáz, a FAS és a deszaturázok) (57). A β-
oxidáció és a zsírsavszintézis szabályozásában, fokozásában számos onkogén 
transzkripciós faktor, útvonal (c-Myc, MYCN, MYCL, β-katenin) vesz részt (58). A β-
katenin onkogén szerepét a nem Warburg fenotípusú zsírsavfüggő növekedésű 




is, hogy a magas szabad zsírsavszint gátolja a GLUT4-függő glükózfelvételt (60) vagy a 
hipertrófizált zsírszövet fokozott TNFα termelése indukálja a szisztémás gyulladásos 
folyamatokat a tumor környezetében (61). Egyre jobban ismert és feltárt az elhízás, a 
diabétesz és a metabolikus szindróma – mint lipidmetabolizmust is érintő „kóros” 
állapotok – daganatkialakulást segítő összefüggése és hatása (61). A zsírsavszintézis 
sebességmeghatározó enzime az acetil-KoA vagy KoA karboxiláz (ACC), így 
expressziója és aktivitása fontos a carcinogenezis folyamatában. Preklinikiai 
modellkísérletekben igazolták, hogy tüdő carcinoma sejtek növekedéséhez és túléléséhez 
elengedhetetlen (62). A zsírsavanyagcsere egy másik fontos enzime a carnitin-
palmitoltranszferáz (CPT1A), amely a lipidszintézissel ellentétes folyamatokban játszik 
fontos szerepet. A mitokondrium külső membránjában aktiválódott zsírsavak a 
mitokondrium belső membránba jutását segítik, ami a β-oxidáció feltétele. Érdekes, hogy 
a CPT1A overexpresszió is gyakori a legkülönbözőbb daganatok progressziójában (pl. 
emlő-, gyomor-, prosztata-, tüdődaganatokban, lymphomákban, myelomákban), míg az 
expresszió csendesítése egyértelműen gátolja a β-oxidáció folyamatait (63). Daganatok 
esetében a CPT1A fokozott termelése és aktivitása inkább a lipidlebontó (lipolítikus), 
mint lipidszintetikus folyamatokkal áll összefüggésben. A lipidanyagcsere dinamikus 
alkalmazkodása a daganatos progresszióban fontos tényező; a sejtek túlélési és 
proliferációs igényeinek megfelelően biztosítja a sejtek metabolikus alkalmazkodását, 
plaszticitását (63). A lipidanyagcsere-gátlók várható eredményei kombinációs terápiában 
azzal is összefügghetnek, hogy már egy tényező gátlása is a lipidmetabolizmus bonyolult 
szabályozásában a sejtek metabolikus alkalmazkodását blokkolhatja (64).  
 
1.1.2 Metabolikus heterogenitás és adaptációs mechanizmusok a daganatok 
növekedésében, progressziójában 
 
Az előzőekben áttekintett anyagcsere-útvonalak eltolódásai, arányváltozásai 
különböző metabolikus fenotípusokat határozhatnak meg. Azok a sejtek, amelyek 
képtelenek alkalmazkodni a megváltozott bioenergetikai feltételekhez, átmeneti 
proliferációgátlást követően nekrózis, apoptózis vagy egyéb mechanizmusok útján 
elpusztulnak. Azok a sejtek azonban, amelyek metabolikusan is gyorsan alkalmazkodnak 




sejtekkel szemben. Ilyen esetekben vagy az adott útvonalak elemeinek expressziója, 
aktivitása nő meg igen gyorsan, vagy a sejtek már alapesetben is rendelkeznek többféle, 
gyorsan aktiválható meglévő útvonal elemeivel a metabolikus hálózatban. A legújabb 
vizsgálatok szerint utóbbi több útvonal gyors elérési lehetőségével rendelkező sejtek, az 
ún. hibrid metabolikus fenotípusú sejtek csoportját alkotják. Ezek egy időben jelentős 
aerob glikolízis és OXHPOS aktivitással vagy akár más bioenergetikai folyamatok (pl. 
autofágia, glutaminolízis, protein és egyéb más aminosavak lebontása) gyors aktiválására, 
a citromsavciklus sokirányú köztestermék feltöltésére képes kapacitásokkal rendelkeznek 
(65).  
A növekvő szolid daganat hipoxiás magja, a véráramba kerülés, az epithelialis-
mesenchymalis átalakulás (EMT) és a kolonizált mikrokörnyezethez való alkalmazkodás 
mind olyan változás a tumorsejtek életében, ami metabolikus adaptáció nélkül nem mehet 
végbe. Ez a típusú alkalmazkodóképesség (plaszticitás) elengedhetetlen a tumorsejtekben 
(66). Az alkalmazkodás során megjelenő tulajdonságok egymást kölcsönösen 
befolyásolhatják, és összefüggnek különböző onko- és szupresszorgének (MYC, TP53, 
PTEN, TSC1/2) (67, 68) vagy jelátviteli útvonalak (PI3K/mTOR/Akt, Ras) (69, 70) 
szabályozatlan túlműködésével is. A HIF1α egyik legjobban ismert hatása az, hogy 
indukálja az angiogenezist VEGF termelésen keresztül, magas szintje számos, további 
jelentős metabolikus átrendeződést is eredményez: növeli pl. a glikolízis számos fontos 
enzimének, köztük a HK2-nek a kifejeződését, fokozza a glükóz receptorok expresszióját, 
a glükóz- és a glutaminfelvételt, a glutaminolízist, a csonka citrátkör alapú 
zsírsavszintézist (71). Ez a kompenzáció olyan bioenergetikai teremthet meg a sejtek 
számára, ami elősegíti tovább növekedésüket és túlélésüket.  
Tápanyaghiány megfelelő vérellátás mellett is felléphet, ilyenkor csökken az ATP-
termelés és aktiválódik a sejtek energiaszintjének őre, az AMP aktivált protein kináz 
(AMPK) (72). Az AMPK foszforilált állapotban a lebontó folyamatokat támogatja (73), 
növeli a glükóz- és a zsírsavfelvételt, valamint a glutamin citrátciklusba való betöltését is 
(74). Gátolja az mTOR-aktivitást, a glükoneogenezist, a glikogénraktározást (75), illetve 
aktiválja a P53-at (76) is. Az mTOR-aktivitás csökkenésével párhuzamosan beindítja a 
lizoszóma-biogenezist és az autofágiát, így a tumorsejtek alacsonyabb metabolikus 
aktivitási szinten is túlélhetnek. A tumorsejtekben a magas HIF1α szint inkább a 




 A tumorsejtek migrációja, véráramba jutása, inváziója, áttétképzése a malignitás 
fontos jellegzetességei, a bekövetkező EMT átalakulások (78) is hatással lehet a sejtek 
anyagcseréjére, metabolikus fenotípusára. Eddigi irodalmi adatok alapján ezek az EMT 
közben bekövetkező metabolikus változások sejttípus függőek. Egyes tumorsejtekben a 
glikolitikus flux, a GLUT3, a glutaminolízis, a GLS1 szint emelkedik meg (79), míg más 
sejtekben a glikolízis és párhuzamosan az OXPHOS lesz aktívabb, a zsírsavszintézis 
aktivitása pedig csökken (80). Arra is van példa, hogy metabolikus változás indukál 
EMT-t; fokozott CD36-on keresztüli zsírsavfelvétel vagy pszeudohipoxia, illetve akár 
indukált glikolízis is beindíthatja bizonyos tumorsejtek esetében az EMT-t (81, 82). A 
véráramban keringő tumorsejtekre leginkább az OXPHOS és a kiegyensúlyozott redoxi 
állapot fenntartása jellemző (83). A metasztatikus sejteknek a kolonizált terület 
mikrokörnyezetétől függően újból változnia kell. Érdekes, hogy a májba metasztatizáló 
sejtek inkább Warburg fenotípusúak (tejsavas glikolízis) (84), ami a csontáttétek esetében 
is jellemzőbb (85). Ugyanakkor az agyi- és a tüdőmetasztázisokban a citrátciklus 
működése jelentősebb, az agydanatok esetében pl. a gamma-amino-vajsav (GABA) 
metabolikus hasznosítása (84, 86), míg tüdőáttétek esetén a glutaminhasznosítás állhat a 
háttérben (87). 
 
1.1.3 Metabolikus támadáspontok, a daganatsejtek anyagcseréjét befolyásoló 
hatóanyagok és célpontjaik, jól ismert szerek metabolikus off-target hatásai  
 
A Warburg-effektus újrafelfedezése óta egyre nagyobb figyelmet kaptak a 
glikolízisgátló fejlesztések. A célfehérjék a tumorsejtekben nagyobb mennyiségben 
és/vagy magasabb aktivitással előforduló glikolízis enzimek lehetnek (88), így: glükóz 
transzporterek (phloretin, WZB117) vagy MCT-k (Cinnamate, AZD3965), HK2 (2-
deoxi-D-glükóz, lonidamine), GAPDH (3-brómpiruvát, koningic acid), LDHA (oxamát), 
vagy PDK (diklóracetát) (6. ábra). A glükóz transzporter-gátlók szelektív, kis 
molekulasúlyú inhibitorok, amelyek a glükózfelvétel gátlásán keresztül energiahiányt, 
majd sejthalált okoznak (89). A WZB117, egy bisz-hidroxi-benzonát vegyület, gyors, 
szelektív és irreverzibilis GLUT1-gátlást okoz. A WZB117 ciszplatinnal és paclitaxellel 
kombinációban is szinergetikus hatásokat mutatott tüdő- és emlődaganatos sejteknél in 




a fázis I-es kísérletekben nem tolerálható mellékhatásokat okoznak (pl. miokardiális 
infarktus, tüdőgyulladás, légzési elégtelenség, nyaki verőér elzáródás) (88). A 
tumorsejtekben a glikolízis egyik sebességmeghatározó enzime a nagy mennyiségben 
megjelenő HK2, gátlóival – Lonidamin (indol származék) és a 2-dezoxi-glükóz (2-DG 
kompetitív antimetabolit) –, a klinikai fáziskísérletek még folynak. A Lonidamin bíztató 
eredményeket mutatott doxorubicinnel kombinációban (90), a 2DG azonban toxikusan 
magas dózishasználatot igényel (91). Az eddigi legsikeresebb vizsgálatok a GAPDH-
gátló koninginsav (GAPDH aktív oldalhoz köt) (92), és a piruvát analóg 3-brómpiruvát 
(3BP) (93) (GAPDH-t és a HK-t egyszerre gátolja) kezelések voltak. 2016-ban azonban 
leállítottak minden glikolízisgátló fázisvizsgálatot, mivel több beteg belehalt a toxikus 
mellékhatásokba (94). Lehetőségként a glikolitikus fenotípusú sejtek esetében laktát- és 
piruváttranszport, illetve az MCT-k gátlása (AZD3965 és Cinnamate fázisvizsgálatban) 
(15) maradt, illetve a glikolízis gátlása indirekten más kezelések bystander hatásával is 
megvalósulhat, pl. az mTOR-gátlók (ld. később) (95).  
A citromravciklus feltöltésében, az aminosavanyagcserében és a 
zsírsavszintézisben fontos szerepe van a glutaminmetabolizmusnak. A legrégebbi klinikai 
kísérletben megjelent mindkét GLS izoformát gátló inhibitor a 6-diazo-5-oxo-L-
norleucine (L-DON), nem elégséges szelektivitása és mellékhatásai miatt volt sikertelen 
(96). A GLS két izoformáját gátolja a bisz-2-(5-fenilacetamid-1, 2, 4-tiadizol-2-il) etil 
szulfid (BPTES) és a dibenzofenantriridin-968 is, előbbi inkább a GLS, míg utóbbi 
mindkét izoformát egyformán gátolja (24, 96). A BPTES minimális toxicitású ugyan, de 
nem a GLS aktív centrumához köt, így nem kompetitív hatású, ennek ellenére már több 
daganatban leírták tumor növekedés csökkentő hatását (97). Az allosztrérikus GLS 
inhibitor, a dibenzofenantriridin-968, a KGA és GAC aktivitását is gátolja, 
tumornövekedést gátló hatását szintén igazolták (25, 98). Kevésbé toxikus 
glutaminázgátló komponens a 2-(piridin-2-il)-N-(5-(4-(6-(2-(3-(trifluorometoxi) fenil) 
acetamid) piridazin-3-il) butil)-1, 3, 4-tiadiazol-2-il) acetamid (CB-839) (97), előbbieknél 





6. ábra. Metabolikus gátlószerek és támadáspontjaik összefoglalása. A legfontosabb 
terápiásan is célozható metabolikus enzimeket és transzportereket zöld színnel, míg a 
különböző gátlószereket piros színnel emeltük ki a folyamatokban. 
 
A mitokondrium bioenergetikai funkciógátlásának két fő kutatási iránya van: a 
mitokondriális proteinszintézis, illetve az OXPHOS folyamatának gátlása. Előbbiben a 
tetraciklin típusú antibiotikumok rendkívül hatásosak. Például a tigecycline önmagában 
és imatinibbel kombinálva toxikus a krónikus myeloid leukémia őssejtekben is in vitro és 
in vivo modellekben (99). Az első klinikai tesztek emlődaganatos betegekben 




csökkentették az aldehid-dehidrogenáz (ALDH) 1 és CD44 őssejtmarkerek expresszióját 
a tumorszövetben (100). Az eredmények arra utalnak, hogy a tetraciklinek a 
tumorőssejtek anyagcseréjét képesek gátolni (101). Az OXPHOS, komplex I gátló 
biguanid anti-diabetikus metformin és phenformin az AMPK-t aktiválja, gátolja a 
mitokondriális ETC komplex I-et (OXPHOS gátlás és ATP szint csökkenés), az mTOR 
kinázt és a HIF1-t (102) is. Metabolikus gátló hatása összetett – a klinikai eredmények 
elsősorban a mellékhatások miatt ellentmondásosak ezekben az esetekben. A komplex I 
gátló fenofibrát szintén biztató tumornövekedés-gátló hatását is igazolták (103). Más 
nem-daganatellenes szerek off-target hatásai, például a komplex II gátló E-vitamin analóg 
α-tokoferil-szukcinát és a ionidamin daganat növekedés gátló hatásai is felmerülnek 
(103). A komplex III és IV gátló malária ellenes atovaquone (103) és a több komplexet 
(I, II, IV) is gátló vaskelátor a VLX600 (104) vizsgálata is zajlik. Egyes magas-affinitású 
OXPHOS-gátlók már klinikai vizsgálatokba kerültek (BAY87-2243 (105), IACS-010759 
(106), ME-344 (107)), míg más, az elektrontranszport láncot indirekt módon gátló 
kezeléseket (venetoclax) preklinikai vizsgálatokban glutaminolízisgátlókkal 
kombinációban tesztelnek (108). Ezen eredmények szerint az F0F1 ATP-szintáz gátló 
Gboxin „bioenergetikai katasztrófát” okoz a sejtekben (109). 
Több potenciális lipidanyagcserében érintett target vizsgálata zajlik. Az exogén 
zsírsavfelvétel gátlásában a CD36 ígéretes célpont (110), de az SREBP-1 transzkripciós 
faktor mint központi szabályozó gátlása nem járt eredménnyel (111). A FASN-nek több 
inhibitora (C75, cerulenin, orlisztat) preklinikai vizsgálatokban bizonyította 
tumornövekedést gátló hatását, de egyes esetekben párhuzamosan a sejtek áttétképzésével 
összefüggő sajátosságai jelentek meg és a metasztázisképzés fokozódott a kezelésekben 
(112, 113). Az ACLY aktivitását gátló inhibitorok is elérhetőek, azonban ezeknek egyéb 
off-target hatásai nehezítik jövőbeli felhasználásukat (114). Ígéretes, a β-oxidáció (115) 
első sebességmeghatározó lépésében szerepet játszó CPT1A-gátló etomoxir várható 
hatása, mert mellékhatás profilja kedvezőbb (116). 
Az autofágia tumorsejtek túlélését befolyásoló hatásai egyre nagyobb figyelmet 
kapnak. Nem véletlen, hogy az autofágiát indukáló és gátló kezelőszerek hatásának 
vizsgálata is egyre több tanulmányban jelenik meg, pl. a jól ismert autofágiagátló és 




A metabolikus gátlószerek kombinálása a hagyományos kezelésekkel (akár kemo-, 
akár sugár- vagy célzott terápiás kezelések) vagy akár több metabolikus inhibitor 
kombinált hatásának vizsgálata segítheti terápia rezisztencia áttörését. Olyan, már 
törzskönyvezett protokollokat is ismerünk, ahol a hatás hátterében a metabolikus 
adaptáció (118, 119) az egyik target. Bizonyos eredmények alátámasztják, hogy az 
OXPHOS fokozódása összefügg a terápia rezisztenciával, illetve, egyes tumorsejtek 
érzékenyíthetők zsírsavoxidáció, OXPHOS és/vagy mitokondriális fehérjeszintézist gátló 
kezeléssel (120). Több anyagcsere-útvonal együttes gátlása pl. a metformin vagy 
phenformin glikolízisgátló kombinációja akár nem várt sikereket is hozhatnak. Mindezek 
felhívják a figyelmet a metabolikus karakterizálás jelentőségére és a metabolikus 
gátlószerek lehetséges alkalmazására a jövőben. 
 
1.2 mTOR jeátviteli útvonal szerepe a daganatok anyagcseréjében 
 
Az mTOR (mammalian target of rapamycin) kináz mint jelátviteli hálózati csomópont 
összegezve a sejt állapotáról és környezetéről érkező információkat (sejtek energia-, és 
tápanyag-ellátottságát, a növekedési és környezeti faktor receptorok útvonalainak 
aktivitását), a sejt aktuális állapotának megfelelően szabályozza a sejtproliferáció, a 
fehérjeszintézis és a túlélés folyamatait. A kináz szerkezete evolúciósan konzervált, 
eddigi ismereteink szerint a legtöbb eukariótában két eltérő proteinkomplexben lehet 
jelen, ezek az mTORC1 és az mTORC2. A jól ismert mTOR szabályozott funkciók 
mellett a komplexek szerepe anabolikus, illetve katabolikus folyamatokban, a tápanyag 
felhalmozásban, az autofágiában és a sejtanyagcsere egyensúlyának fenntartásában is 





7. ábra. Az mTORC1 és C2 komplexek legjobban ismert szabályozó hatásai. A két 
mTOR komplex sejtek növekedését, proliferációját, és túlélését érintő hatásai és 
aktivitásukat befolyásoló tényezők. ((121) alapján) 
 
1.2.1 Az mTOR kináz és komplexei: mTORC1 és mTORC2  
 
Az mTOR kináz funkcióinak, szabályozási szerepének megértését és vizsgálatát 
egyaránt nehezíti, hogy két komplexe között strukturális, funkcionális és inhibitorokkal 
szembeni érzékenység különbségek is vannak; jelenlegi gátlóiknak specifikussága nem 
egyértelmű, valószínűleg a két komplex egymást befolyásoló hatásai miatt. Az mTOR 
funkció zavarainak jelentőségét alátámasztja, hogy a jelátviteli hálózat központi részeként 
a komplexek több olyan fehérjével és jelátviteli útvonallal is kapcsolatban állnak, 
amelyeknek mutációi (pl. PI3K, TSC1/2, PTEN stb.) és nem megfelelő működése gyakori 
daganatokban, illetve egyéb kórfolyamatokban (121). 
Az mTOR génről (I-es kromoszóma) átíródó 289 kDa mTOR szerin/treonin kináz 
központi eleme a két eltérő szerkezetű, szerepű és inhibitor érzékenységű mTORC1 és 





8. ábra. Az mTOR fehérje doménjei és alegységei. Az mTORC1 (A;) és C2 (B;) 
komplex alegységei és szabályozói (mTORC1 - mTOR kináz, RAPTOR, mLST8, 
FKBP12, DEPTOR, PRAS40,; mTORC2 - mTOR kináz, RICTOR, mLST8, mSIN1, 
PROTOR1/2, DEPTOR) és az mTOR kináz fehérje domén szerkezete (narancssárga) 
(HEAT: Huntington, elongációs faktor 3, PR65/A; FAT: FRAP, ATM, TRRAP; FRB: 
FKBP12-rapamycin-kötő; FATC: FRAP-ATM-TRRAP-C-terminál). ((121) alapján) 
 
Az mTOR fehérjét (8. ábra) jellegzetes HEAT-ismétlődések, FAT (FRAP, ATM és 
TRRAP), KD (kináz domén), FRB (FKBP12-rapamycin kötő) és a FATC (FAT C-vég) 
domének (122, 123) alkotják. Az mTORC1 és C2 komplex további közös elemének az 
mLST8-nak a komplexek stabilitásában van szerepe (124-126), míg közös negatív 
regulátora a komplexnek a DEPTOR fehérje (127). A RAPTOR az mTORC1 
karakterisztikus vázfehérjéje (128, 129), az mTORC1 komplex végleges, speciális 
szerkezetének kialakításában van szerepe. Biztosítja, hogy az mTOR kináz fehérje FRB 
régiója az FKBP12, illetve FKBP12-rapamycin számára hozzáférhető legyen. A 
RAPTOR segíti annak a szerkezetnek a kialakulását is, ami megfelelő térbeli helyzetbe 
hozza az mTOR kináz domént és célfehérjék szerin, threonin aminosavait, pl. a PRAS40-
et (40 kDa prolin-gazdag Akt szubsztrát) (127, 130). Az mTORC2 vázfehérjéje a 
RAPTOR helyett a RICTOR, egyéb fehérjék még az mTORC2 komplexben: a 
PROTOR1/2 és az mSIN1 (122, 131, 132). Az mTORC2-ben az mTOR kináz FRB 
doménje a komplex belső részében található, így az FKBP12-rapamycin nem képes 
kötődni az mTORC2 komplexhez, ez teszi ellenállóvá a rövidtávú rapamycin kezeléssel 
szemben. Egyes eredmények szerint a hosszútávú rapamycin kezelés indirekt módon 
képes gátolni az mTORC2 aktivitását, az mTORC1 komplex hatásainak mTORC2 
komplex funkciókhoz szükséges hatásain keresztül, de ehhez hosszabb kezelés 
szükséges. Ezek a kísérletek arra utalnak, hogy a C2 komplex elemeinek termeléséhez és 





1.2.2 Az mTOR komplexek aktivitásának változásai, daganatbiológiai jellegzetességei 
 
Az mTOR komplexek a jelátviteli hálózat több útvonalával közvetlen kapcsolatban 
állnak (9. ábra). Az Rheb és Rag GTP-ázok nemcsak aktiválják (9. ábra) (135), de sejten 
belüli elhelyezkedését is meghatározzák az mTORC1-nek. Tápanyag- (aminosavak, 
glükóz) és energiadús környezetben az aktivált Rag heterodimer, a citoplazmából a 
lizoszóma felszínéhez horgonyozza az mTORC1-et, amit az aktív Rheb így aktiválni 
képes (136). Az Rheb gátlásáért a növekedési faktor útvonalak szabályozása alatt álló 
TSC1/2 komplex felelős (137), GTP-áz fehérjeként a Rheb aktív (GTP-kötött) és inkatív 
(GDP-kötött) állapota közötti változásokat kontrollálja a növekedési faktorok, PI3K/Akt 
útvonal aktivitásának függvényében (138). Az Akt foszforilálja, gátolja a TSC2-t (pl. 
inzulin hatás, IGF-1-IGF1R szignál), ekkor a TSC1/TSC2 fehérjék elválnak a 
lizoszómális Rheb-mTORC1 komplextől, a gátlást megszüntetve (139, 140). Ezen a 
ponton számos más jelátviteli útvonal is aktiválhatja az mTORC1-et, pl. a RAS tirozin 
kináz útvonal tagjai (ERK, RSK) (141, 142), a Wnt és a TNF jelátviteli útvonal (143). 
Negatív feedback mechanizmus az mTORC1 komplex szabályozásában az mTORC1 jól 
ismert targetjén, az S6K1 aktivációján keresztül valósul meg. A foszfo-S6K1 foszforilálja 
az IRS-1-et, ami gátolja a PI3K-Akt útvonalat (130). Az mTOR kináz aktivitását 
szabályozó egyéb hatások között jól ismert a sejtek glükóz és ATP szintje, előbbiek 
hiánya aktiválja a sejt energia szenzorát, az AMPK-t. Az AMPK közvetlenül a RAPTOR 
foszforilálásával, valamint közvetetten a TSC2-n keresztül gátolja az mTORC1-et (144). 
Az aminosavak mennyiségi változásai is befolyásolják az mTORC1 aktivitását, a leucin 
és az arginin nélkülözhetetlenek hozzá (145). A Rag GTP-ázok aktivitásának 
szabályozásában a GATOR1-GATOR2 citoplazmatikus aminosav érzékelő komplex, 
alacsony aminosavszint esetén hidrolizálja a RagA/B kötött GTP-t, így gátolva az 
mTORC1 kötését (146). Metionin és S-adenozilmetionin (SAM) hiánya, SAM 
szenzorként (SAMTOR) a GATOR1 kötésével gátolja az mTORC1-et (147). A glutamin 
szabályozó hatása még pontosan nem ismert, de az eddig adatok szerint ez a hatás Rag-
független (148).  
Hipoxia esetén, az oxigénfüggő hidroxilázok aktivitása azonnal megszűnik, 




komplexet, így gátolva az mTORC1-et (149). Hasonló az előbbihez a DNS károsodások, 
sérülések mTORC1 gátlásában leírt szabályozó hatása is. Ebben az ATM-p53 mediált 
AMPKβ, PTEN és TSC2 fehérje expressziós változásoknak jut a legnagyobb szerep (9. 
ábra) (150).  
Az mTORC2 aktivitását szabályozó mechanizmusok az mTORC1 szabályozásánál 
kevésbé ismertek, elsődleges szabályozói a növekedési faktorok a PI3K útvonalon 
keresztül. Ismert, hogy az mSin1 az mTORC2-n belül inzulin hiányában gátolja az 
mTORC2 aktivitását (151). Az mSin1 PIP3, a PI3K útvonal, az inzulin vagy más 
növekedési szignál aktivációját követően az mTORC2 és Akt plazmamembrán közeli 
áthelyezéséért felel, ez ad lehetőséget a kölcsönös foszforilációra, aktivációra (152). 
Modellkísérletek alapján ezekben a folyamatokban a kis GTP-ázoknak (Rac1, Rap1 és 
Ras) fontos szerepe van, kötnek az mTORC2-höz, és ezen keresztül befolyásolják a 
kemotaxist és a növekedést (153). Kimutatták, pl. hogy az mTORC2-t, az mSin1 hatására 
már a membránnál aktiválhatja a Ras-t (154). Mivel az mTORC1 aktivitásnak negatív 
szabályozója az IRS gátláson keresztül az mTORC1-S6K1 (negatív feedback), a 
rapamycin mTORC1 gátló hatása kiiktatva az előbbi gátlást fokozhatja PI3K/Akt útvonal 
aktivációját ezen keresztül az mTORC2-t is (155). Az mTORC2-függő folyamatok is 
magas energiaigényűek, így az ATP szint csökkenése az AMPK-n keresztül negatívan 
befolyásolja az mTORC2 aktivitását is (156).  
Az mTOR kináz aktivitás szabályozásának fontos tényezője az ubiquitin proteaszóma 
rendszer is. Az mTOR kináz degradációjában részt vesz az FBXW7, amelynek 
funkcióvesztő mutációit is összefüggésbe hozták az mTOR hiperaktivitással egyes 
tumortípusok esetében (157). Az mTOR, a PI3K/Akt/mTOR tengely részeként a 
jelátviteli hálózatban csomóponti szerepet játszik, két komplexének számos target 
fehérjéje, mechanizmusa ismert. A jól ismert onkogén jelátviteli zavarok többsége, pl. a 
receptor tirozin kinázok közül az EGFR, FGFR (158) a PIK3CA, RAS, Akt aktiváló 
mutációinak (159) vagy a negatív regulátor tumor szupresszorok pl. PTEN vagy (TSC1/2) 
funkcióvesztésének szerepe már jellemzett az mTOR hiperaktivitásban. Nem véletlen, 
hogy az mTOR kináz jelátvitel a normál szövetekhez képest fokozott aktivitású a 
daganatok közel 80%-ában, és ezzel hozzájárul az adott tumor növekedéséhez és a 





9. ábra. Az mTORC1 és C2 komplexek aktivitását befolyásoló tényezők. Az mTOR 
komplexek a jelátviteli hálózat központi elemeiként számos jelátviteli úvonal, fehérje 
pozitív (zöld színnel jelzett) vagy negatív szabályozó (piros színnel jelzett) hatása alatt 
állnak. A szabályozó folyamatok részletesebben a szövegben szerepelnek ((121) alapján) 
 
1.2.3 Az mTOR jelátviteli útvonal szerepe sejtfunkciók, elsősorban a metabolikus 
folyamatok szabályozásában 
 
Az mTOR komplexek szerteágazó jelátviteli kapcsolatai és target fehérjéinek 
sokfélesége magyarázza központi funkcióit (10. ábra). 
Az mTORC1 célfehérjéi részt vesznek katabolikus és anabolikus folyamatok 
szabályozásában (fehérje-, zsírsav-, nukleiotid- és ATP-szintézis, ill. az autofágia 
gátlása). Az mTORC1 legjobban ismert funkciója a fehérjeszintézis támogatása az 
eukarióta iniciációs faktor 4E-kötő fehérjék (4E-BP-k) és a p70 S6-kináz 1 (S6K1) 
foszforiláción keresztül. A 4E-BP1 fehérje foszforilációja megszünteti a eIF4E kötését, 
így a gátlás alól felszabadult iniciációs faktor elindíthatja az 5’végről az mRNS 
transzlációt (160). Az aktivált S6-kináz (S6K1) foszforilálja, aktiválja a riboszomális S6 




sebességét (162). S6K1 a fehérje szintézis folyamatában szabályozza az mRNS érést is, 
aktiválva a SKAR (S6K1 Aly/REF-like target) fehérjét. (163). Előbbi szabályozási 
hálózatnak, az mTORC1-függő fehérje szintetikus apparátus biztosításában van nagy 
jelentősége, ami számos onkogén fehérje szintézisekor szükséges. Ezzel függ össze az 
mTOR inhibitorok jól ismert proliferáció, tumornövekedés gátló hatása is, pl. ciklin D1 
túltermelés gátlásán keresztül (164). 
 
10. ábra. Az mTORC1 és C2 komplexek ismertebb a fejezetben tárgyalt target 
fehérjéi és szabályozó funkciói. 
Az mTOR komplexek a jelátviteli hálózat központi elemeiként számos sejtfunkciót 
szabályoznak, segítenek (zöld színnel jelzett) vagy gátolnak (piros színnel jelzett). A 
szabályozó folyamatok részletesebben a szövegben szerepelnek. ((121) alapján) 
 
Az mTORC1 az SREBP1/2 és PPARγ transzkripciós faktorok aktivitásának 
szabályozásával vesz részt az új membránok szintézisét biztosító zsírsav- és lipidfelépítő 
folyamatokban. Alacsony szterol szint mellett a SREBP-k az endoplazmatikus retikulum 
membránról áthelyeződnek a sejtmagba, ahol mTORC1 aktivitás esetében, az mTOR 
kináz foszforilálja a lipin 1-et, majd a SREBP-k serkentik a de novo lipid és koleszterol 
szintézist (165). Az mTORC1-nek a karbamil-foszfo-transzferáz (CAD), illetve a metil-
tetrahidro-folát-reduktáz (MTHFD2) szabályozásán keresztüli hatásával a de novo purin 
(166) és pirimidin szintézisben is fontos, a sejt növekedési igényeit támogató szabályozó 




azonban rengeteg energiára és szénforrásra van szükség. Ezzel összefüggésben az 
mTORC1 a glükózanyagcserét, glükózfelvételt, glükózlebontó és a mitokondriális 
folyamatok funkcióit is segíti, pl. serkenti a mitokondriumok keletkezését is (168). A 
hipoxiás vagy pszeudohipoxiás génaktiváció, illetve a prolil hidroxilázok (PHD) gátlása 
fokozza a HIF1α függő glikolitikus enzimek átírását (GLUT1, MCT1, HK2, LDHA). Ez 
a glikolízis, elsősorban a Warburg-effektus irányába tolja az energiatermelő folyamatokat 
(169), számos makromolekulának a felépítő folyamat energiaigényét (NADPH, ATP) és 
szénforrásait biztosítva a 4E-BP1 transzkripciós aktivitástól függően. Párhuzamosan 
glikolitikus enzimek expressziójának fokozása mellett a pentóz-foszfát út enzimeinek 
szintézését is fokozza az mTORC1 (170). 
Bioszintetikus építőelem- és energiabőség mellett a sejtnek nem kell saját belső 
anyagait lebontani, az mTORC1 – illetve az mTORC2 is – gátolja a lizoszómák funkcióit 
és az autofágia folyamatait (171). Foszforilálva transzkripciós faktorokat (transcription 
factor EB – TFEB; transcription factor E3- TFE3) a lizoszomális gének expresszióját, 
illetve az ULK1 és ATG13 autofagoszóma fehérjéket gátolja az mTOR komplexek 
aktivitása (171). Az mTORC1 foszforilálja az UVRAG fehérjét is, ami a Rab7-tel és a 
HOPS-szal kontrollálja a korai és késői autofágia lépéseit (172). Ismert azonban az is, 
hogy az mTORC1 és az autofágia szabályozási kapcsolata a sejtosztódás közben 
megszűnhet. A CDK1 gátolja az autofagoszómák képződését, hogy a magmembrán 
felbomlásakor megvédje a genomot a lebontási folyamatoktól (173). Az eddigi 
közlemények alapján az Akt/mTORC2 szabályozó szerepéről az autofágiában még 
keveset tudunk, az mTORC1 és az autofágia szabályozási kapcsolata pedig még csak 
részben ismert (az mTORC1 szerepe feltárásra vár a teljes és a szelektív autofágiában 
pl.). 
Az mTORC2 három (RICTOR, mTOR, mLST8) fő alkotóelemének kiütése gátolja a 
sejtváz átépülését, a kemotaxist és a migrációt, ezek az eredmények az mTORC2 komplex 
szerepét hangsúlyozzák a daganatok áttétképzésében. Az mTORC2 komplex kiütése az 
előbbi funkció gátlások mellett nem csökkenti az S6K1, csak a PKCα foszforilációját 
(122). Így azonosították az mTORC2 targetjeként a PKCα-t, ami a sejtváz átépülésének 
egyik irányítója. A jelenlegi adatok alapján az mTORC2-függő foszforilációs folyamatok 
szabályozzák a PDK1, SGK1 és az Akt kináz aktivitásokat is (10. ábra) (174-176). Az 




összefüggő PI3K aktiválja. A Ser473 aminosav foszforiláció, ami az Akt teljesebb 
foszforiláltsági állapotát jelenti és bizonyos funkciókhoz mindenképpen szükséges, 
azonban ez csak mTORC2 aktivitás mellett történhet meg (177). Az Akt széleskörű 
sejtbiológiai, tumorbiológiai hatása érinti az apoptózis, a túlélés, a migráció és az 
autofágia szabályozását, de funkciói sejttípustól függően is jelentősen eltérhetnek. A 
GSK3b aktivitásának fokozásával gátolja pl. az apoptózist és irányítja a 
glükózanyagcserét (176). Lényeges szerepe van még a stresszfaktorok elleni védelemben 
a FOXO1/3a transzkripciós faktorok és NAD kináz (NADK) irányításával (178, 179). 
További szerepe lehet az mTORC1 és mTORC2 komplexek közötti aktivitás 
szabályozásban is, pl. a TSC2 gátlásával és az mSin1 foszforilálásával (180). Ezek alapján 
az mTORC2 és az Akt kölcsönös visszacsatolási mechanizmusokon keresztül irányíthatja 
a két komplex celluláris helyzetét és aktivitását (152). Ezt támasztja alá, hogy az 
mTORC2 aktivitása szükséges a FOXO1/3a és nélkülözhetetlen a TSC2, GSK3b 
foszforilációhoz (125), de az Akt aktivitása kevésbé szükséges az mTORC2 
aktiválásában, mint az SGK1. 
 
1.2.4 mTOR jelátviteli útvonal gátlók – klasszikus és új generációs inhibitorok   
 
A rapamycint – eredetileg gomba ellenes hatóanyag – felfedezését követően a 
transzplantációban immunszupresszáns szerként törzskönyvezték (181). Célpontjának, az 
mTOR kináznak, majd daganatbiológiai szerepének megismerése után napjainkban már 
a harmadik generációs gátlók fejlesztése és tesztelése zajlik. Jelenleg nagy dózisban (5 
mg/nap) alkalmazzák származékait tumor indikációs területeken: AML – temsirolimus; 
előrehaladott vese carcinoma, neuroendokrin tumorok: hasnyálmirigy-, 
emésztőrendszeri-, tüdődaganatok – everolimus. A rapamycin és származékai az mTOR 
kináz FRB doménjénhez kapcsolódó FKBP12 fehérjéhez kötnek az mTORC1 
komplexben és gátolják a kináz aktivitását (122). 
Az első generációs mTOR gátló származékokat a rapalógokat (1. táblázat.) – 
allosztérikus inhibitorok – napjainkban mono- vagy kombinációs terápiában is használják 
(temsirolimust pl. előrehaladott vesedaganatokban, everolimust pl. rekurrens 
ösztrogénreceptor pozitív ER+/HER2- emlődaganatoknál, egyes neuroendokrin és 




mindig sikeresek, a ridaforolimusnál pl. elmaradtak a várt sikerek lágyrész sarcomákban 
(185). A legnagyobb probléma, hogy a rapalógok az mTORC2 komplexre nem vagy 
kevésbé hatnak és a jelátviteli hálózatban működő visszacsatolási mechanizmusok miatt, 
akár az mTORC2 aktiválódásához is vezethetnek. A második generációs mTOR 
inhibitorok már ATP-kompetitív gátlók, az mTORC1 és C2 komplexek hatásait egyaránt 
célozzák (1. táblázat) (186). A vistusertib tesztelése ennek ellenére sem hozott nagy 
sikert, bár még értékelik a fázis I és II tesztek eredményeit (187). Második generációs 
szerek közé soroljuk a dual inhibitorokat is, ezek az mTORC1 és mTORC2 mellett, a 
PI3K-t is gátolják; ebben a csoportban pl. NVP-BEZ235 fázisvizsgálatait nemrég 
állították meg. A második generációs mTOR gátlók közül eddig egyiket sem 
törzskönyvezték elsősorban a súlyos toxikus mellékhatások miatt (186). 
Napjainkban a harmadik generációs mTOR gátlók vizsgálatai is folyamatban vannak, 
jelenleg a két korábbi inhibitor csoport tagjait és hatásait próbálják egyesíteni. A 
RapaLink-1 előnye a második generációs gátlókkal szemben pl., hogy rapalóg rezisztens 
mTOR kináz mutáns (mTORR2505P , mTORS2115Y) esetekben is hatásos (188). Igaz a 
RapaLink1-nél is felléphet az Akt útvonal feedback aktivációja, így Akt gátlókkal (pl. 
GDC-0068) kombinált alkalmazása is várható a jövőben (189).  
Az mTOR gátlók önmagukban nem elég hatásosak, így alkalmazási területük 
különböző receptor tirozin kináz és más tumorokban hiperaktivált útvonalak gátlóinak 
kombinációjával várható. Több klinikai vizsgálatban tesztelnek kombinációkat, pl. 
emlődaganatoknál trastuzumab (HER2+ ellenes terápiát) mTOR kombinált (pl. 
everolimus, ridaforolimus) kezeléseket (190), a törzskönyvezett aromatáz inhibitor 
kombináció mellett (183, 191). A temsirolimus kombinációkat egyéb szolid tumorok 
kezelésében is vizsgálják több, kevesebb sikerrel pl. c-Met inhibitorral (192), VEGF 
gátlókkal (193) vagy hagyományos kemoterápiás szerekkel. Tripla negatív 
emlődaganatokban pl. az everolimus carboplatinnal/vinorelbine-nel kombinálva 
hatásosnak bizonyult (194, 195), de paclitaxel/ciszplatinnal már nem (196, 197). 
Doxorubucin kombinációk meglepően jó eredményeket mutattak lágyrész sarcomákban 
(198) és ALL-ben (199). Az everolimust sikeresen kombinálták több esetben is a 
pirimidin analóg 5-flurouracillal emlő- és más szolid daganatok esetében (200). Olyan 
preklinikai vizsgálatok is kezdődtek, ahol az aminosavak szintézisét vagy a 




(201, 202). A II-es típusú cukorbetegség kezelésére használt metformin és az mTOR 
inhibitorok kombinációjával elkezdődtek a fázis I kísérletek (203). Illetve az mTOR 
gátlók és autofágia inhibitorok kombinációja is megjelenik a lehetséges kombinációk 
között és tesztelésük várható a jövőben (204). Az eddigi adatok szerint előbbi 
kombinációk a rezisztencia problémák áttörésében lehetnek sikeresek, de a mellékhatás 
profilok és az egyéni érzékenység is befolyásolhatja felhasználásukat a jövőben. 
 
1. táblázat. Jelenleg toborzási periódusban lévő PI3K/Akt/mTOR útvonal gátló fázis 







1.3 A vizsgálatainkban tanulmányozott daganattípusok legfontosabb jellemzői 
 
Vizsgálatainkban, terápiás, valamint mTOR hiperaktivitás szempontjából is jelentős, 
két tumortípussal: a magas malignitású, rossz prognózisú gliomákkal és az emlő 
adenocarcinomák eltérő molekuláris szubtípusaival foglalkoztunk. Modellrendszerként is 
glioma és emlőcarcinoma sejtvonalakkal dolgoztam. A két tumortípus fontosabb 
jellegzetességeit foglalom össze a következő fejezetekben. 
 
1.3.1 A gliomák daganatbiológiai jellemzői  
 
A központi idegrendszer rosszindulatú daganatainak legnagyobb csoportját 
felnőttkorban a gliomák alkotják, amelyek összefoglaló elnevezése gliális sejt eredetükre 
utal. A glia sejtek a neuronhálózatban az idegsejtek tápanyagellátásában vesznek részt, 
de támasztó- és vázfunkcióik sem elhanyagolhatók. A mielinhüvely alkotásban az 
oligodendrocyták, míg az elpusztult patogének és idegsejtek eltávolításában a microglia 
sejtek játszanak fontos szerepet. A gliomák morfológiai tulajdonságaik alapján is 
eltérnek, megkülönböztethetünk astrocytomákat, oligodendrogliomákat és ependyomákat 
(205). Ezek a daganatok malignitásukban is mutatnak eltéréseket, a lassan növő formák 
esetében a betegek túlélése jobb, az invazív típusok kezelése azonban óriási kihívást 
jelent.  
 
1.3.1.1 A gliomák osztályozása, klinikai jelentősége, kezelése 
 
Az elmúlt időszakban a gliomák genetikai sajátosságait is egyre jobban megismertük. 
A felnőttkori gliomák 80%-át alkotják az elsősorban a nagyagyban (cerebrum) kialakuló 
astrocytomák. Megkülönböztetjük a grade I-es típusú jobban kezelhető, lassan növő 
formákat, amelyek felnőttekben alig fordulnak elő. A fiatalkori diffúz low grade (grade 
II) astrocytomák (oligodendrogliomás betegek túlélése akár 10-20 év is lehet) 
transzformálódhatnak magasabb malignitású formákba és ilyenkor az átlagos túlélés már 
jóval rövidebb. A grade III anaplasticus astrocytomák és a glioblastomák (grade IV) 
gyors, agresszív növekedésük miatt még nehezebben kezelhetőek. A grade IV 




rövid túléléssel (átlagosan 15 hónap). Az előbbi csoportok molekuláris vizsgálatokkal 
további prognosztikai szempontból is fontos alcsoportra oszthatók (11. ábra) (205). 
Több genetikai változást is leírtak a gliomákban. Az izocitrát-dehidrogenáz (IDH) 
gének funkciónyeréses mutációja grade II astrocytomákban és oligodenrogliomákban 
gyakran kimutatható. A mutáció fokozott 2-HG, onkometabolit termeléséhez vezet, ami 
epigenetikai és egyéb anyagcsere-változásokon – például a reaktív oxigéngyökök 
felhalmozódás, illetve a gének metilációs változása, pszeudohipoxiás hatások – keresztül 
segíti a daganatos progressziót. A mutáció – leggyakrabban az R132H IDH1 mutáció – a 
gliomák kialakulásának korai szakaszában jelenik meg (206), a glioblastomák kisebb 
százalékát (kb. 10%), míg a low grade gliomák nagy százalékát (kb. 80%) jellemzi (207). 
Ez a mutáció a gliomák 2016-os osztályozásának fontos tényezője (205). A 
leggyakrabban előforduló rosszindulatú, agresszív agydaganatok a primer glioblastomák 
(gliomák 50%-a) esetében is fontos, mert jelenléte jobb prognózissal társul – a medián 
túlélés 13 hónapról 3-15 évre nő (208). Az eleinte jobb prognózisú IDH mutáns 
gliomákból a progresszió során azonban magasabb grádusú szekunder glioblastomák is 
kialakulhatnak, ezekben egyes jelátviteli útvonalak fokozott aktivitása 
(PI3K/Akt/mTOR) és bizonyos gének amplifikációja (MYC, MET, EGFR) is megjelenhet 
(209).  
Az előbbi mutációk mellett megfigyelhető még a telomeráz enzim promoterének 
mutációja is egyes glioblastomákban és astrocytomákban. Előbbi az IDH mutációval nem 
(nagyon ritkán), leginkább funkcióvesztéses ATRX (kromoszómához kapcsolt α-
talasszémia/mentális retardáció) mutációval társulva fordul elő. Az ATRX a 
telomerázhosszabbítás mechanizmusainak gátlásáért felel. Gyakoriak még a p53 és RB 
gátlását eredményező, illetve az EGFR és más tirozinkináz-receptorok expresszióját 
fokozó mutációk is. Jellegzetes genetikai módosulás az oligodendrogliomákban az 1q és 
19q kromoszómakarok kodeléciója. Ennek a daganat szövettani morfológiájában és a 
terápiára adott válaszban lehet szerepe. A gliomák egyik sajátos formája a középvonalbeli 





11. ábra. A gliomák osztályozása (205). Az IDH1 mutáció jelenléte vagy hiánya 
astrocytomák és oligodendrogliomák jelenlegi osztályozásának fontos eleme. Az IDH 
mutáns daganatok további jellemzője az 1p/19q kromoszómakarok kodeléciója vagy az 
ATRX (X-kromoszómához kapcsolt α-talasszémia/mentális retardáció) és a P53 mutáció 
is; (NOS: másképp nem csoportosítható) 
 
Jelenleg a gliomák terápiájában a sebészi eltávolítás, sugár- és kemoterépia szerepel; 
a tumortípusa, kiterjedtsége határozza meg elsősorban a kezelési lehetőségeket. A műtét 
során fontos a tumor minél nagyobb részének eltávolítása, besugárzás esetén pedig a 
normál sejtek minél jobb állapotának megóvása sztereoataxiával. A kemoterápiában 
leggyakrabban guanin bázisú alkiláló szert, temozolomidot alkalmaznak (apoptózis 
indukáló hatása miatt), de néhány esetben procarbazin, ifosfamid és carmustin 
alkalmazására is sor kerülhet (205). A terápiás lehetőségek elég korlátozottak, az utóbbi 
évek fejlesztései (pl. bevacizumab és mTOR gátló fázisvizsgálatok) ellenére sincsenek 
igazi áttörések, az agresszív daganatok miatt a betegek rövid túlélése mindenképpen új 







1.3.2 A gliomák mTOR aktivitása és más anyagcsere változás jellemzői 
 
A gliomákban más tumorokhoz hasonlóan megfigyelhető az mTOR hiperaktivitás, ez 
gyakran társul a PTEN, TSC2 és GATOR1 mutációval (210). Igazolható mTORC2 
hiperaktiváció is, emellett mTORC2 mediált Myc overexpressziót, H3K56 promoter 
acetilációt (211), és az Akt túlműködését is leírták. Ezekkel a változásokkal együtt a 
gliomákban – mint metabolikus változást – fokozott aerob glikolízist is megfigyeltek. Az 
eddigi közlemények szerint az mTORC2 aktivitás gátlásával nemcsak az aerob glikolízis 
mértéke, hanem a vizsgált glioma sejtek α-KG szintje (Rictor KO kísérlet) is csökken 
(212). Ezek azt sugallják, hogy a Warburg-effektus mellett, a glutaminolízis is mTORC2-
függő folyamat a gliomák anyagcseréjében. Az mTORC1/2 aktivitás a glikolízis és 
glutaminolízis szabályozásában is részt vesz, így fontos terápiás célpont lehet a 
gliomákban. Számos in vitro és in vivo kísérlet is bizonyítja a dual (213), a harmadik 
generációs mTOR inhibitorok, az mTORC2 összeszerelődését gátló kezelések (214) és a 
temozolomide kombinációk  potenciális tumornövekedés gátló hatását IDH1 vad és 
mutáns glioma sejtekben. 
Számos glikolízisben résztvevő enzim fokozott expresszióját (HK2, PFKP, PDK1, 
PKM2, stb.) leírták már glioblastomákban, de ezek közül eddig a PFKP és a PDK1 tűnnek 
a legígéretesebb célpontoknak (215). Korábban több fáziskísérlet is elindult a 
glükózanyagcsere gátlásával, ezek közül kezdetben a 2-DG ígéretes volt, azonban magas 
dózisú kezelés súlyos mellékhatásai miatt leállították a vizsgálatokat (216). A DCA és 
MCT gátlók is hasonlóan bíztató eredményeket mutatnak preklinikai vizsgálatokban 
(217). A glioblasztoma sejtek metabolikus plaszticitása (anyagcserefolyamat 
átrendeződési képessége), a glikolítikus folyamatok OXPHOS irányú átrendeződése 
azonban gátat szabhat a glikolízisgátlók hatásának. A glutaminhasznosítási útvonalak 
jelentősége és adaptációs szerepe még kevésbé feltárt. Ismert, hogy a glutamin TCA 
anaplerotikus útját gátolhatja az IDH1 mutáció, ami gyakori ebben a daganattípusban. Az 
IDH1 mutáció következménye, hogy α-KG-ból 2-HG keletkezik, ennek az 
onkometabolitnak keletkezése a glikolízisnek kedvez. A 2-HG epigenetikai hatásai, 
illetve az α-KG más irányú felhasználása az OXPHOS fenotípusnak, a mitokondriális 
folyamatoknak nem kedvez (218). A glutamin-glutamát-α-KG átalakulás, mint alternatív 




sejtekben kimutatott növekedésgátló hatása. A glutaminhasznosítás több irányú 
felhasználási lehetősége glioma sejtekben glikolízis gátláskor vagy glükóz megvonáskor 
(éhezés esetén) vagy akár mTOR gátló alkalmazásakor a glutamin anaplerózis váltáson 
keresztül segítheti a sejtek alkalmazkodását, a rezisztencia kialakulását (219). 
Ismert az is, hogy fokozott, az új sejtek keletkezését támogató de novo lipidszintézist 
mutatnak a gliomák (220). Ugyanakkor a glioma sejtek a mikrokörnyezetből exogén 
lipideket is képesek felvenni, lebontani és hasznosítani a mitokondriumban β-oxidációval 
(221). Nem szabad megfeledkezni más szénforrásokról sem, az acetát pl. daganatok 
esetében az ACSS2 expresszió támogatása mellett szintén hasznosítható szénforrás a 
sejtek számára. Irodalmi adatok szerint az ACSS2 expresszió fokozódása jellemző az agyi 
metasztatikus daganatokra és az agydaganatokra is (222). Összefoglalva, a gliomákban a 
glikolízis fokozott, a glioma sejtek azonban képesek glutamin-, zsírsavak- és 
acetátfelhasználásra is, ami nagyfokú metabolikus alkalmazkodó képességet (109) és 
további adaptációs mechanizmusokat (pl. autofágia) jelent. A kemoterápia rezisztens 
sejtek túlélését ezek összessége és változásaik is segítik, amit figyelembe kell venni a 
jövőbeni terápiás fejlesztésekben (223). 
 
1.4 Az emlődaganatok daganatbiológiai jellemzői 
 
Az emlődaganatok kezelése sokat változott és fejlődött az elmúlt években. A célzott 
hormonkezelések mellett, új támadáspontú kináz és immunellenőrzőpont-gátlók javítják 
az eredményeket – az utóbbi 30 évben az átlagos várható túlélés 20 hónappal, a teljes 
túlélés 15%-kal javult. A rossz prognózisú, terápiarezisztens emlődaganatok kezelése 
azonban további fejlesztéseket és erőfeszítéseket kíván, mivel az emlődaganatok 
előfordulása – ezen belül a fiatalkori emlődaganatok aránya – nem csökkent az elmúlt 
időszakban. 
 
1.4.1 Az emlődaganatok osztályozása, jellegzetességei, kezelése 
 
Malignus daganatok között második leggyakrabban előforduló daganattípus nőkben 
az emlődaganat. A statisztikák szerint a világ vezető országaiban 90 éves koráig minden 




(224). Klinikai szempontból a hormonreceptor (HR) expresszió – ösztrogén- (ER) és 
progeszteronreceptor (PR) – és a humán epidermális növekedési faktor receptor 2 (HER2) 
expresszió alapján terápiás és prognosztikai szempontból három fő csoport 
különböztethető meg: HR-pozitív (HER2-negatív, kb. 70%), HER2-pozitív (ER-negatív 
vagy pozitív 10-20%) és tripla negatív (ER-, PR-, HER2-negatív 10-20%) emlődaganatok 
csoportjai. A csoportokon belül további altípusokat lehet elkülöníteni, egyéb patológiai 
és áttétképző tulajdonságok alapján. Egy másik osztályozási rendszer négy fő molekuláris 
altípust különít el génexpressziós profil különbségek alapján. A négy fő csoport: 
luminális A (LumA) , luminális B (LumB), HER2-pozitív (HER2+) és bazális típus. A 
LumA csoportba tartoznak az ER-pozitív, HER2-negatív alacsonyabb grádusú tumorok. 
A LumB tumorokra jellemző a magasabb grádus, HR-pozitívak, viszont lehet HER2-
pozitivitásuk is. A HER2-pozitív altípusba tartozó tumorok HR-negatívak, viszont a 
sejtekben HER2-overexpresszió figyelhető meg. A tripla negatív (TN)  tumorok 95%-
ában előforduló bazális típusú daganatokra az ER- és HER2-negatívitás mellett a 
bazálisan elhelyezkedő myoepitelsejtekre hasonlító génexpressziós profil jellemző 
(12.ábra) (225). 
 
12. ábra Az emlődaganatok molekuláris osztályozása és a szubtípusok előfordulási 
gyakorisága ((225) alapján). 
 
Az emlődaganatok kialakulását számos kockázati tényező befolyásolhatja. A 40 évnél 
fiatalabbak mindössze 5%-a érintett, míg ez a szám az 50 évnél idősebbek körében már 
75% (226). Életmódbeli és reproduktivitási különbségek is módosítják a gyakoriságot, 
kockázati tényezők pl. az elhízás, az alkoholfogyasztás vagy a különböző hormonpótló 
kezelések (ER-pozitív tumorok kialakulásának kockázatát növeli elsősorban). A 




szerepet játszhatnak a ductalis/lobularis epithelsejtek transzformációjában. Genetikai 
eltérések alapján veleszületett és szerzett mutációkat különböztethetünk meg. Az 
emlődaganatokkal összefüggésbe hozható főbb csíravonalbeli mutációk a genom 
stabilitását szabályozzák vagy a növekedési útvonalak irányításában szerepet játszó 
gének. A BRCA1/2 a DNS-károsodás javításáért felelős, tipikus tumorszupresszor gének, 
mindkét allél inaktivitálása vagy hibája szükséges a daganat kialakulásához. BRCA1/2 
mutációt hordozó nőkben 70 éves kor előtt szinte 100%-ban megjelenik a tumor, míg 
öröklődő mutációt nem hordozók esetében ennek esélye csak 12% (226). A BRCA1 
mutációk a TN, míg a BRCA2 mutációk az ER-pozitív tumorokban jellemzőbbek. Egyéb 
öröklődő tumorszupresszor mutációk emlőcarcinomákban a P53 és PTEN géneket 
érintik. A familiáris érintettségű gének közül több a sporadikus emlődaganatok 
kialakulásában is részt vehet. Az ER-pozitív és HER-pozitív daganatokban a PI3K/Akt, 
a TN és HER2+ tumorokban a P53, míg a tripla negatív emlőrákok 20%-ában a BRCA1 
gén szomatikus mutációi is szerepet játszanak az emlőcarcinomák kialakulásában (227). 
A kezelés szempontjából fontos genetikai változás a HER2 gén amplifikáció. A HER2 
tirozin kináz-receptor a PI3K/Akt és Ras útvonalakkal áll kapcsolatban, serkenti a sejtek 
osztódását és gátolja az apoptózist. A HER2-t overexpresszáló daganatok célzott terápiája 
jelentős javulást hozott a betegek kezelésében, ez az altípus azonban a tumorsejtek magas 
osztódási rátája miatt még mindig rossz prognózisú. A hormonhatásoknak, elsősorban az 
ösztrogén, további fontos szerepe van a tumorok kialakulásában/progressziójában. A 
hormon receptorán (ER) keresztül, többek között fokozza a transzformáló növekedési 
faktor α (TGFα), a vérlemezke-eredetű növekedési faktor (PDGF) és a fibroblaszt 
növekedési faktor (FGF) termelését, amelyek segítik a tumor növekedését (226). 
Az emlőtumorok patomorfológiai jellemzésében és klinikai viselkedésében fontos 
szempont a tumorsejtek és bazális membrán egymáshoz viszonyított elhelyezkedése (13. 
ábra). A bazális membránon belül maradó tumorok az in situ carcinomák, míg a 
membránt áttörőket az invazív carcinomáknak nevezzük. A non-invazív in situ 
carcinomák további két típusa: a ductalis (DCIS) és lobularis (LCIS) in situ carcinomák 
(225). Gyakran nekrózis és kalcifikáció jelenik meg a DCIS carcinomákban, ami 
felismerésüket segíti a mammográfiás vizsgálat során. Sebészi eltávolítással és 
radioterápia után ER-pozitív DCIS esetében anti-ösztrogén terápiát alkalmaznak (2. 




kezelés nélkül viszont az esetek harmadában kiújulhat és invazív carcinomává alakulhat 
a betegség. Az LCIS carcinomában nagyon ritkán alakul ki meszesedés, ezért gyakran 
csak akkor ismerik fel, amikor már invazív. Ilyen esetekben az ER-pozitív tumoroknál 
tamoxifen neoadjuváns kezelést követően klinikai és radiológiai utánkövetés vagy 
kétoldali mastectomia javasolt (225). Az invazív carcinomáknak – az emlődaganatok 70-
80%-a ebbe csoportba tartozik – is több alcsoportját különböztetik meg. Túlnyomó 
többségük (50-65%) ER-pozitív, 15%-uk HER2-pozitív, míg 15% TN altípusba tartozik. 
Az emlődaganatok 10-15%-át alkotják az általában LCIS-hez társuló invazív lobularis 
carcinomák, amelyek többsége HR-pozitív (ritkán HER2-pozitív). Leginkább a 
csontvelőbe, ováriumokba, uterusba, májba és a központi idegrendszerbe adnak áttétet. A 
két leggyakoribb szövettani altípuson kívül 10% alatti gyakorisággal további ritkább 
szubtípusok is előfordulhatnak (226, 228). 
 
13. ábra. Az emlődaganatok patomorfológiai csoportosítása ((225) alapján). 
 
A szöveti differenciáció fokának (grade I-III) meghatározása alapján low-grade 
(grade I) és high-grade (grade III) elkülönítés elsősorban az osztódás, a tubulusképzés, a 
sejtmag mérete és alakja alapján történik. A primer emlőcarcinomák mérete fontos 
klinikai, prognosztikai tényező. Leggyakrabban 2-3 cm-es daganatok kerülnek 
felismerésre, ilyenkor a közeli nyirokcsomók a betegek felében érintettek (ezek ~20%-a 
in situ carcinoma) (225). Mivel azonban a molekuláris és morfológiai tulajdonságok, 




megjelenése, proliferációs aktivitása, grade, hormonreceptor-expresszió, HER2-
expresszió alapján történik a biológiai típus meghatározása. Az egyik legfontosabb 
prognosztikai szempontból a tumorstádium meghatározás (TNM): függ a tumor méretétől 
(T), a környező nyirokcsomók érintettségétől (N) és a távoli metasztázisok jelenlététől 
(M). A regionális nyirokcsomók érintettségét a sentinel (őrszem) nyirokcsomókban 
vizsgálják, nyirokcsomóáttét megléte, hiánya szintén fontos prognosztikai faktor, hasonló 
jelentősége van a távoli metasztázis meglétének vagy hiányának is, ami az esetek 5%-ban 
mutatható ki. A kórjóslat meghatározásában a Nottingham Prognosztikus Index szintén 
kiemelt fontosságú, meghatározása a tumorméret, a grade és az érintett nyirokcsomók 
száma alapján történik (229). 
Az emlődaganatok onkoterápiája a sebészi, sugár- és gyógyszeres kezelés három 
pillérén alapul. A sebészi terápia tervezése a stádium ismeretében történik, az eltávolított 
emlőállomány mennyiségétől függően a lumpectomiától a radikális emlőeltávolításig 
terjedhet. Előbbihez gyakran társul a hónalji nyirokcsomók eltávolítása, ami érintheti az 
őrszem nyirokcsomót vagy akár a teljes axilláris nyirokcsomó blokkot is (230). 
Leggyakrabban emlőmegtartó műtétet követően, a helyi kiújulás megelőzése érdekében 
a műtéti felépülés után sugárkezelést, kemoterápiával is kiegészítve alkalmaznak. A 
sugár- és kemoterápia kombinációjának nemcsak a korai invazív emlődaganatok, hanem 
a lokoregionálisan előrehaladott tumorok és a távoli áttétek kezelésében is fontos szerepe 
van (230, 231). 
Az emlődaganatok gyógyszeres kezelésében a hagyományos kemoterápiás 
készítményeken (pl. taxánok, antraciklinek) mellett a HER2-ellenes célzott kezelés és a 
hormonterápia kiemelt fontosságú. A gyógyszeres kezelés korai invazív emlődaganatok 
esetén (I, IIA stádium) adjuváns formában, míg lokoregionálisan előrehaladott betegség 
(IIb, III stádium) esetén primer szisztémás kezelés formájában javasolt. Az ún. „Allred 
score” alapján meghatározott hormonreceptor-pozitivitás, mely kombinálja a tumorsejt 
pozitvitás intenzitását és a pozitív tumorsejtek gyakoriságát, esetén hormonterápia 
alkalmazható: premenopausában elsősorban GnRH-analógokat (pl. goserelin) és 
antiösztrogén (tamoxifen) kezelést, postmenopausában aromatáz-gátlókat (pl. letrozol, 
ill. exemestan) adnak. HER2-amplifikáció jelenlétekor a kemoterápiás kezelés HER2-
ellenes antitesttel (trastuzumab, ill. pertuzumab) egészíthető ki az adjuváns és 




Az utóbbi években a célzott terápiák között új irányok is megjelentek, amelyek 
elősorban az előrehaladott, távoli metasztázist adó emlődaganatok kezelését érintik (2. 
táblázat). Az FDA az utóbbi években hormonreceptor-pozitív, HER2-negatív 
daganatokban a CDK4/6 inhibitorokat (abemaciclib, palbociclib, ill. ribociclib), HER2-
negatív daganatok esetén a PARP-gátlókat (olaparib, ill. talazoparib), HER2-pozitív 
daganatok esetén pedig a HER2 antitest-citotoxikus szer konjugátum trastuzumab-
emtansine-t hagyta jóvá a terápiában (232). Az immunterápiás készítmények alkalmazása 
szintén egyre nagyobb teret nyer, az emlődaganatok kezelésében elsőként (2019 
márciusában) az IMpassion130 vizsgálat eredményei alapján a PD-L1 gátló atezolizumab 
került elfogadásra kemoterápiával kombinációban, PD-L1-pozitív előrehaladott tripla 
negatív emlőcarcinomák terápiájában (233). 
A korai felismerés jelentőségét kiemeli, hogy 95%-os  5 éves túlélés jellemző az in 
situ carcinomák 0. stádiumban felismert daganatok esetében. Az I-es stádiumú 
nyirokcsomó érintettség nélküli kisméretű tumoroknál a 10 éves túlélés ~86%, nagyobb 
(II-es stádium) nyirokcsomóáttétes esetekben ez már csak ~71%, míg előrehaladott III-as 
stádiumba sorolható eseteknél mindössze 54%. A IV-es stádiumba tartozó tumorok már 
távoli metasztázisokat képző daganatok, ahol a 15 éves túlélés mindössze 11% (234). A 
leggyakrabban metasztázis érintett szervek altípusonként változnak: a HR-pozitív esetek 
inkább a csontba, míg a HER2-pozitív és tripla negatív emlődaganatok az agyba adnak 
gyakrabban áttétet. A III-as és IV-es stádiumú emlődaganatos betegek szubtípusok 
szerinti 10 éves túlélésében kisebbek a különbségek (234). Az 5 éves túlélés ugyan az 
ER-pozitív csoportban kedvezőbb, mint az ER-negatív esetekben, de az ER-pozitív 
esetekben idővel terápia rezisztencia alakul ki, míg az ER-negatív kemoterápiára jól 
reagáló esetekben nagyobb az esély akár hosszabb túlélésre. Napjainkban a kezeléseknek 
köszönhetően az ER+/HER2- emlődaganatos betegek 80%-a túléli az első 5 éves 
periódust és HER2-pozitív emlődaganatos betegek kilátásai is sokat javultak a 
hatékonyabb és kevésbé toxikus mellékhatással járó célzott terápiáknak köszönhetően. 
Az elmúlt időszakban kerültek/kerülnek bevezetésre új immunellenőrzőpont-gátló 
kezelések, amelyek a rossz prognózisú tripla negatív emlődaganatos betegek túlélését is 
javíthatják a jövőben (226, 228). A cél újabb célzott terápiák fejlesztése, amelyek a 
PI3K/Akt jelátviteli útvonalak hiperaktivitására és pl. a BRCA mutáns daganatokra 








1.4.2 Az emlődaganatok és metabolikus jellemzői 
 
Diagnóziskor az emlődaganatok jellemzését és a terápiás döntések meghozatalát 
szöveti heterogenitásukat is tükröző több osztályozási rendszer segíti. A korábbi részben 
bemutatott legfontosabb csoportosítások elsősorban morfológia (pl. duktális, lobuláris, 
invazív vagy in situ), receptor kifejeződés/hiány (ösztrogén, progeszteron, HER2), illetve 
molekuláris sajátságokat (luminális-szerű, bazális-szerű, és alacsony klaudinszintű) 




megfigyelhetők altípusoktól függő és független jellegzetességek, de ezen eredmények 
rendszerezése és az emlődaganatok metabolikus szubtípusok szerinti osztályozása eddig 
még nem ismert. Elképzelhető, hogy az anyagcsereváltozások feltérképezése után az 
emlődaganatok metabolikus jellemzése is segíti majd új terápiás célpontok és protokollok 
kialakításában, a terápia hatékonyságának monitorozásában. A következőkben a 
leggyakoribb típusok ismertebb metabolikus jellemzőit foglaltam össze. 
 
1.4.2.1 Hormonreceptor pozitív emlődaganatok metabolikus változásai 
 
A diagnosztizált emlődaganatok 70%-a ER+ (235). Egyes adatok alapján az ER+ 
emlődaganatokban fontos szerepe van a metabolikus szimbiózisnak és a reverz Warburg-
effektusnak (236). A tumorsejtek jelentős OXPHOS aktivitással jellemezhetők, 
környezetükből hasznosítják a stromális hipoxiás fibroblasztok általt termelt laktátot, 
ennek megfelelően van MCT1 és LDHB expressziójuk is (237). Más adatok szerint 
további metabolikus átrendeződések is megjelenhetnek a luminális daganatok egy 
részében. A vizsgálatokban leírt jelentős glutamináz, és glutation-szintáz (GS) mennyiség 
a glutaminhasznosításra és a redoxi egyensúly kiegyensúlyozottságára hívják fel a 
figyelmet (238, 239). 
Gyakori, hogy az ER+ daganatos betegben endokrin terápia rezisztencia alakul ki. Az 
ER útvonal befolyásolhatja a glikolízist, a glutaminolízist és az OXPHOS-t szabályozó 
gének expresszióját (240, 241). Egyes metabolitok, mint a koleszterol is kapcsolatban 
állhat a tamoxifen rezisztencia kialakulásával (242), a mucin 1 transz-membrán 
glikoprotein mennyiség fokozódásának összefüggését mutatták ki a koleszterol és 
zsírsavanyagcserét befolyásoló/szabályozó gének expressziójának emelkedésével és a 
tamoxifen rezisztenciával kapcsolatban (243). Előbbiek mellett a nukleotidanyagcsere 
változásait is megfigyelték a tamoxifen rezisztenciával párhuzamosan. Ezek alapján a 
ribonukleotid reduktáz M2 (RRM2) szerepet játszhat az Akt indukált in vitro és in vivo 







1.4.2.2 HER2+ és tripla negatív emlődaganatok metabolikus változásai 
 
A HER2+ emlődaganatok általánosan jelentős, a TN emlőtumorok pedig a 
legmagasabb GLUT1 expresszióval rendelkező emlődaganatok, amivel párhuzamosan 
fokozott az LDHA és MCT1 expresszió is megfigelhető mindkét csoportban (245). A 
fokozott aerob glikolitikus aktivitást, a kialakuló Warburg fenotípust (háttérben c-MYC 
as EGFR expresszió fokozódásokat) az agresszivitással is összefüggésbe hozzák a 
legtöbb közleményben (246). Ez a magas glikolitikus, Warburg aktivitás megfigyelhető 
in vitro és in vivo modellekben is. Az emelkedett glükózfelvétel HER2+ daganatokban 
támogatja a zsírsavszintézist és ez az mTORC2-függő ATP-citrát-liáz aktivitással is 
összefüggésben lehet. A HER2+ tumorokra inkább a zsírsavak előállítása, míg a TN 
tumorokra a fokozott lipidfelvétel jellemző az eddigi eredmények szerint (247). Meglepő, 
hogy egyes közlemények a hosszú szénláncú zsírsavak mitokondriális transzportját 
biztosító CPT1A expresszió fokozódását és a zsírsavak oxidációs folyamatait, míg mások 
a zsírsavszintézissel összefüggő enzimek fokozott expresszióját hangsúlyozzák tripla 
negatív emlődaganatokban (248, 249). A HER2+ tumorokban magas glicin és alanin 
szintet és fokozott glutaminfelvételt írtak le (247). A HER2+ és tripla negatív 
emlődaganatokban is megfigyelhető c-Myc expresszió fokozódása, ami fokozza a 
glutamin transzporterek, a mitokondriális glutamináz expresszióját, segíti a glutation 
szintézist a sejtekben (250). A szöveti vizsgálatok az emlődaganatok glutamináz 
expressziójával kapcsolatban ellentmondásosak, nem lehet egyértelműen bizonyos 
altípusokhoz kötni a glutaminhasznosítást (239, 251). 
 
1.4.2.3  Metabolikus gátlók az emlődaganatok kezelésében 
 
Az emlődaganatokban antimetabolikus kezelések közé tartozhatnak egyes a 
nukleotidanyagcserét gátló kemoterápiás kezelések is (pl. 5-fluroacil, metotrexát), de 
azokat a kezeléseket tekintjük jelenleg metabolizmus gátló kezeléseknek, amelyek a 
sejtek bioenergetikai folyamatait, tápanyag- és energiaigényeinek kiszolgálását gátló 
hatásúak. 
A jelenlegi terápiás kezelések közül az egyes célzott kezeléseknek ismertek a sejtek 




és a laktát leadást, a Warburg-effektus intenzitását (252), illetve a lapatinib, tirozin kináz 
gátló a GLUT1 és GLUT4 transzporterek kifejeződését. Ezek az aerob glikolízist gátló 
indirekt hatások összefüggenek a glikolízis gátlók (GLUT1 inhibitor, HK2 csendesítések 
vagy 3BP kezelések) esetében is megfigyelt in vitro emlőtumor növekedés gátló 
hatásokkal (253-255). 
A glutamináz inhibitorok is csökkentik a tripla negatív sejtvonalak in vitro és in vivo 
növekedését és párhuzamosan csökkentik a glutation szintet (239). A glutamináz inhibitor 
érzékenység azonban elérhető, más bioenergetikai források pl. piruvát esetén 
felfüggeszthető, így a „metabolikus adaptációs mechanizmusok” jelentősen 
csökkenthetik hatását in vivo (87). Előbbihez hasonlóan más aminosavak, pl. a szerin 
bioszintézis gátlása is lehet a kemoterápia szenzitizálás eszköze egyes tripla negatív 
sejtvonalakban (256). Zsírsavanyagcsere gátlással (pl. FASN gátlás) eddig 
tumortípusfüggő és ellentmondó eredményeket közöltek. (257). A β-oxidáció gátlók 
sugárterápia rezisztens esetekben azonban nyújthatnak új lehetőségeket (258). 
A metformin (2-es típusú diabétesz kezelése) összetett antimetabolikus hatásait 
számos szolid, így emlőtumorokban is tesztelik jelenleg (259). A metformin a 
mitokondriális elektron transzportlánc 1-es komplexének inhibitora, negatívan hat a 
daganatsejtek proliferációjára (260), de mitokondriális funkciókat gátló hatásuk miatt 
bizonyos antibiotikumok, így pl. a doxycycline off-target tumornövekedést csökkentő 
hatását is leírták már daganatokban. A doxycycline emlőtumorokban, egyes klinikai 
vizsgálatokban is mutat pozitív eredményeket (100).  
A metabolikus gátlószer kezelések önmagukban nem, de a jelenlegi terápiák 
kiegészítéseként segíthetik a terápiás fejlesztéseket. A megfelelő kombinációk 
kialakításához a daganatok anyagcsere-folyamatainak megértéséhez azonban nemcsak az 
adott tumorszövetek metabolikus tulajdonságainak, hanem adott terápiás kezelések 
metabolikus hatásainak és a daganatszövet kompenzációs mechanizmusainak 







Munkámban humán gliomák és emlő daganatok mTOR aktivitásának és metabolikus 
folyamatainak jellemzését, valamint glioma és emlőcarcinoma sejtvonalak mTOR 
gátlókkal és egyes metabolikus támadáspontú hatóanyagokkal szembeni érzékenységét 
vizsgáltam. Céljaim a következőek voltak: 
 
I. Humán glioma szövetek és sejtvonalak vizsgálata: 
1. Humán gliomás esetek biopsziás mintáiban jellemezni az mTOR aktivitás és 
egyes metabolikus enzimfehérjék mennyiségi változásait 
2. IDH1 vad és mutáns glioma sejtvonalakban hasonló fehérje expresszió jellemzés, 
és az intracelluláris metabolit koncentráció különbségek vizsgálata.  
3. Az mTOR aktivitási és metabolikus jellemzők összehasonlítása a sejtvonalak 
mTOR inhibitor, temozolomide és metabolikus gátlószer érzékenységével.  
4. mTOR gátlók, más anyagcsere gátló kezelések, illetve temozolomide 
kombinációs kezelések in vitro hatásának vizsgálata glioma sejtekben 
 
II. Humán emlődaganat szövetek és sejtvonalak vizsgálata: 
1. Különböző szubtípusú humán emlődaganat sejtvonalak mTOR aktivitásának, 
metabolikus fehérje expresszió és intracelluláris metabolit koncentráció 
különbségeinek jellemzése. Előbbiek összehasonlítása az emlődaganat 
sejtvonalak in vitro mTOR inhibitor és metabolikus gátlószer érzékenységével. 
2. Az előbbi vizsgálatokra alapozva megfelelő immunhisztokémiai markerek 
kiválasztása klinikai szövetminták metabolikus és mTOR aktivitás jellemzéséhez 
emlődaganatok esetében. mTOR aktivitás és metabolikus jellemzése a különböző 
emlődaganat szubtípusokat reprezentáló szövetminták segítségével. 
3. A kapott szöveti jellemzők és a betegek klinikopatológiai adatainak 
összehasonlítása statisztikai módszerekkel. 
4. Emlődaganat modellekben mTOR és metabolikus gátlószer kombinációk 






3 Anyagok és Módszerek 
3.1  Tumor modellek  
3.1.1 Sejt- és szövettenyésztés, in vitro vizsgálatok 
 
Vizsgálatainkban humán sejtvonalakat használtuk: IDH1 vad U87 MG, U373-U MG, 
U251 MG és IDH1 mutáns U251 MG humán high grade glioma sejtvonalak; MCF7, 
T47D (LumA); ZR75.1, BT474 (LumB); SKBR3, MDA-MB453 (HER2+); ill. MDA-
MB231, MDA-MB468, BT549, HS578T (TN) emlő adenocarcinoma sejtvonalak. Az 
IDH1 vad és mutáns sejtvonalpárt Dr. William Leenders-től (Radboud University 
Medical Center, Nijmegen, Hollandia) kaptuk, a többi sejtvonal az American Type 
Culture Collection (ATCC) sejtbankból származik.  A sejteket 37°C-on, 5% CO2 
koncentráció mellett tartottuk. A sejtvonalakat RPMI 1640/DMEM high glucose/DMEM 
low glucose médiumban (Biotech), 10% fötális borjúsavó (hő inaktivált FBS, Biotech), 2 
mM L-glutamin (Biosera) és 3,125% gentamycin (Sandoz) vagy 100 IU/ml penicillin - 
100 μg/ml streptomycin (Merck-Sigma Aldrich) antibiotikumok mellett tenyésztettük 
sejttípustól függően.  A letapadó sejteket 3-5 naponta passzáltuk tipszin-EDTA 
segítségével/oldattal (Biotech). Az adott kísérlettől függően (inkubációs idő, sejtszám) 
T25-ös vagy T75-ös tenyésztőflaskát, valamint 6-, illetve 96-lyukú plate-eket 
használtunk. Az alkalmazott módszertől és sejttípustól függően 2,5x103-105 közötti 
sejtszámmal indítottuk a kísérleteket. 
 
3.1.2 In vitro kezelések 
 
Az mTOR aktivitás tumornövekedés gátló és egyéb hatásait többféle mTOR 
útvonal gátlóval (mTORC1 gátló rapamycin – Rapa– Merck-Sigma Aldrich – 50 ng/ml; 
Akt és mTOR kináz gátló NVP-BEZ235 – BEZ – Cayman Chemical – 1 μM; mTORC1 
és mTORC2 komplex gátló PP242 – PP – Tocris – 1 μM; ill. Akt kináz gátló GDC0068 
– GDC – Cayman Chemical – 1 μM) vizsgáltuk. Egyéb metabolikus folyamatok szerepét 
lipidanyagcsere (zsírsavszintézis gátló BMS-303141 – BMS – 10 μM, zsírsavoxidáció 
gátló etomoxir – Etom – 50 µM, glikolízis gátló 3-brómpiruvát – 3BP – 100 µM, 
glutaminolízis gátló bisz-2-(5-fenilacetoamid-1,3,4- tiadiazol-2-il)-etil szulfid – BPTES 




μM) és autofágia gátló chloroquine kezeléssel – Chl – 50 μM) teszteltük. Kemoterápiás 
szerként a glioma sejtvonalak esetében temozolomide-ot – TMZ – 100 µM), míg az 
emlőcarcinoma sejtek vizsgálatában doxorubicint (Doxo – 50 ng/ml) használtunk. A 
rapamycin az mTORC1-et, a BEZ a PI3K/mTOR-t, míg a PP az mTORC1/mTORC2-t 
gátolja. Az alkalmazott gátlószer-koncentrációkat a munkacsoport előző eredményei 
alapján választottuk ki. Kontroll kezelésekben a hatóanyagok oldószereinek (pl. DMSO) 
megfelelő mennyiségeit alkalmaztuk. A kezeléseket a sejtek letapadását követően (24 h 
inkubáció), médiumcsere és kezelőszer hozzáadása után általában 72 óráig végeztük 
(amennyiben ezektől eltérően jártunk el, azt külön jelöltük). A különféle 
gátlószerkombinációk additív vagy szinergista hatásainak elemzésére kombinációs 
indexet (CI) használtunk. A CI-t (EA+EB)/EAB-ként számoltuk, ahol az EA és az EB a 
monoterápia egyedi hatása, az EAB pedig a megfigyelt kombinációs hatás. Amennyiben 
a CI értéke 0 és 1 közötti értéket vett fel akkor nem volt hatása. Abban az esetben, ha CI 
értéke 1 akkor additívnak, míg 1 feletti érték esetén szinergetikusnak tekintettük a 
kombinációk hatását (261). Ahol a reagenseknél jelzés nem szerepel, azokat a Merk-
Sigma Aldrich cégtől szereztük be.  
 
3.1.3 In vitro proliferációs vizsgálatok 
 
A sejtkultúrák proliferációjának Alamar Blue (AB, Thermo Fisher Scientific) 
vagy szulforodamine B (SRB) teszteket alkalmaztunk 96-lyukú plate-en. Az AB-t a 
kezelés utolsó 4 órájában adtuk a sejtekhez 10 μg/ml végső koncentrációban; a 
fluoreszcenciát Fluoroskan Ascent FL fluoriméterrel (Labsystems International; Ascent 
software) mértük 570-590 nm-en. Az SRB teszt lépései: 1 órás 10%-os triklór-ecetsavas 
inkubálás 4°C-on, majd 0,4 m/V% SRB inkubálás 15 percig, ezt követően 10 mM-os 
Tris-bázis hozzáadása a fehérje-festék kioldásához. Az abszorbanciát 570 nm-en mértük 
Multiskan MS mikroplate leolvasóval (Labsystems International; Transmit software). 
Mindegyik kezelésnél legalább három független kísérletet végeztünk el legalább hat 
párhuzamossal. A proliferáció százalékos arányát a kontroll mintákhoz viszonyítva, 





3.1.4 Xenograft modell létrehozása ZR75.1 humán emlő carcinoma sejtekkel – in vivo 
vizsgálatok  
 
A xenograft tumormodellt állatházi dolgozók segítségével súlyos kombinált 
immunhiányos (SCID) egerekben hoztuk létre. A ZR75.1 sejteket 8-10 hetes, 20-23 g 
tömegű SCID egerek emlő régiójába injektáltuk (2,5x106) szubkután. Amikor a 
daganatok tapinthatók voltak (kb. 1 hónap), az állatokat kontroll, Rapamune-, 
doxorubicin- és doxycycline-monoterápiás, Rapamune+doxorubicin és 
Rapamune+doxycycline kombinációs csoportokra osztottuk (n=5 mindegyik 
csoportban). A kontroll csoportot fiziológiás sóoldattal kezeltük. A Rapamune-t (1 
mg/ml, Wyeth Europa Ltd., 3 mg/testtömeg kg, per os) és a doxycycline-t (200 
mg/testtömeg kg, intravénásan) hetente háromszor, míg a doxorubicint (2 mg/ml, TEVA 
– 2 mg/testtömeg kg, intravénásan) heti egyszer adtuk három héten át. A testtömeget és a 
tumor méretét minden héten háromnaponta regisztráltuk. A kísérlet végén megmértük a 
tumorok tömegét. A tumortérfogat meghatározásához a következő képletet használtuk: 
п/6×(2xrövidebb átmérő+hosszabb átmérő)/3)3. A tumorokat lefagyasztottuk, valamint 
formalinnal fixálást követően paraffinos szövetblokkokat késztettünk. Az in vivo 
kísérleteket az intézetünk állatházának hivatalos engedélyével végeztük, amelyet az etikai 
felülvizsgálati testület hagyott jóvá (PEI/001/2457-6/2015), (PEI/001/1733-2/2015). 
 
3.2 Fehérjeszintű expressziós vizsgálatok 
3.2.1 Humán gliomás és emlőcarcinomás biopsziás minták vizsgálata 
 
Jól jellemzett izocitrát-dehidrogenáz (IDH) vad típusú (n=10), ill. IDH mutáns (n=8) 
humán glioblastoma és high grade astrocytoma biopsziás mintákat kerestünk az intézeti 
archivált anyagban. A betegeket a Klinikai Idegtudományi Országos Intézetben 
(Magyarország, Budapest) 2014. január 1. és 2015. december 31. között műtötték. Az 
IDH mutáció vizsgálat mellett 1p19 kópia szám emelkedést is vizsgáltuk, két esetben 
1p19q triszómiát, ill. tetraszómiát állapítottunk meg. Vizsgálatainkban kontroll 
szövetként peritumorális agyszöveti blokkokat használtunk (n=4). Az összes esetet az 
intézet patológusai felülvizsgálták és újra osztályozták az Egészségügyi Világszervezet 





Klinikailag hosszú ideje követett 20-20 és LumA, LumB, HER2+, ill.  tripla negatív 
emlőcarcinomás eset blokkjait, illetve normál emlőszöveteket (n=4), valamint a 
daganatok elérhető klinikai adatoait gyűjtöttük össze immunhisztokémiai (IHC) 
vizsgálatainkhoz. A tumortípusokat a 2013-as St.-Gallen-i Konszenzus ajánlása alapján 
határozták meg (262). A daganatokat és a normál szöveteket műtéti reszekcióval 
távolították el a Semmelweis Egyetem (Budapest, Magyarország) I. sz. Sebészeti 
Osztályán 1999. augusztus és 2019. december között. A patológiai analízist a 
Semmelweis Egyetem II. sz. Patológiai Intézetében végezték (Budapest, Magyarország). 
Az összes daganat primer lézió volt és egyetlen beteg sem kapott kezelést műtét előtt. A 
klinikopatológiai adatokat az orvosi nyilvántartásokból szereztük be. A távoli 
metasztázismentes túlélést (DMFS) az elsődleges emlőcarcinoma első diagnosztizálása 
és a távoli metasztázis megjelenésének időpontja között eltelt időt a klinikai adatokból 
állapotíttuk meg, a teljes túlélést (OS) pedig a diagnózis és a Belügyminisztérium 
nyilvántartási lekérdezése napjáig (2019.11.25.) határoztuk meg. Az archivált 
szövetmintákat a Magyar Tudományos Tanács Országos Tudományos Kutatási Etikai 
Bizottságának jóváhagyásával használtuk (7/2006. Sz., 14383-2/2017/EKU). 
 
3.2.2 Immunhisztokémiai reakciók humán tumorszövetek multiblokkjain 
 
A gliomás szövetek immunhisztokémiai vizsgálatát szöveti multiblokk (TMA) 
metszeteken végeztük. Betegenként két mintát használtunk a TMA blokkok 
elkészítéséhez és a tumor heterogenitás miatt legalább két darab 2 mm átmérőjű 
szövethengert helyeztünk egy-egy esetből egy TMA blokkba. A reprezentatív területeket 
egy neuropatológussal jelöltük ki. A gyűjtött emlőcarcinomás esetekben teljes 
metszeteket használtunk fel.  
Deparaffinálás után magas nyomású, nedves antigén feltárát végeztünk (0,1 M-os 
citrát-puffer, pH6.0, elektromos kukta 3 x 7 perc). A szobahőmérsékletű metszeteket a 
primer antitestekkel 90 percig, Novolink poszt-primer reagenssel 30 percig, utána 
NovoLink Polimerdetektáló rendszerrel szintén 30 percig inkubáltuk, végül a reakciót  
DAB-peroxidáz (Dako) kromogént-szubsztráttal tettük láthatóvá amit hematoxilin 
magfestéskövetett. 0–3+ skálát használtunk az immunreaktivitás szemikvantitatív 




software segítségével – 3D Histech) az alábbiak szerint: nincs festődés 0; gyenge 1+; 
köztes festődés 2+; ill. erős festődés 3+. A H (,,hiszto”)-score értékeket két független 
patológus adta meg 0 és 300 között, úgy, hogy a festési intenzitást (0-3 +) megszorozta a 
pozití tumorsejtek intenzitásának százalékával (0-100%) (263). 
A két vizsgálat során a következő ellenanyagokat használtuk: p-mTOR(Ser2448) 
(1:100; #2976; Cell Signaling Technology – CST); p-S6 (Ser 235/236) (1:100; #2211; 
CST); Rictor (1:1000 A500-002A; Bethyl); p-Akt-(Ser473) (p-Akt, 1:100;  #4060; CST), 
GLS (1:200 #156876; Abcam), LDHA (1:400 #8337; CST), CPT1A (1: 500 #128568; 
Abcam), FASN (1:100, #3180; CST), anti-acetil-koenzim A szintáz short-chain family 
member 2 (ACSS2; 1:100; #3658; CST). 
 
3.2.3 Hagyományos és kapilláris Western blot (WES Simple) vizsgálatok 
 
Az in vitro sejtvonalak fehérje expressziós vizsgálatához Western blot és WES 
Simple technikát is felhasználtunk. A Western blot analízisben a kísérletek után a letapadt 
sejteket 3x mostuk, majd még a tenyésztő flaskákban lizáltuk (150mM NaCl, 50mM Tris-
HCl, 10mM NaF, 10% tömény glicerol, 1% NP40, 1% PMFS, 2% NaVO4, 1% proteáz 
inhibitor koktél) A vizsgálatokban a sejtlizátumok fehérjekoncentrációit Bradford 
reagenssel (Bio-Rad) határoztuk meg. A Western blot analízisben mintánként 20-40 μg 
fehérjét SDS-PAGE elektroforézissel választottunk el, majd nedves blottolással PVDF 
membránra (Bio-Rad) blottoltuk a fehérjéket. A membránokat inkubáltuk az elsődleges 
antitestekkel egy éjszakán át 4°C-on. Majd megfelelő mosások közbeiktatásával 
Vectastain Elite ABC Kit (Vector) másodlagos előhívó kitet és kemilumineszcencens 
előhívást (Thermo Fisher Scientific, ECL Western blotting Substrate) alkalmaztunk C-
digit (LI-COR) fotodokumentációs rendszerben. Minden membrán esetében az anti-β-
aktinnal (1:5000, #A2228; Merck-Sigma Aldrich) – mint loading kontroll – is elvégeztük 
az elemzéseket. Az alábbi elsődleges antitesteket használtuk: anti-p-mTOR (Ser2448, 
1:1000, #2971; CST), anti-p-S6 (Ser 235/236, 1:1000, #2211; CST), anti-Rictor (1:1000, 
#2140; CST), anti-Raptor (1:500, #89603; Novus), anti-mTOR (1:1000, #2938; CST), 
anti-S6 (1:1000, #2317; CST), anti-laktát-dehidrogenáz A (LDHA, 1:1000, #3582; CST), 
anti-glutamináz (GLS, 1:1000; #156876; Abcam), anti-GLUT1 (1:1000, #652; Abcam), 




anti-pan-Akt (1:1000, #2920; CST), anti-p-(Ser473)-Akt 1 (p-Akt, 1:2000, #4060; CST), 
anti-foszfofruktokináz-P (PFKP, 1:1000, #8164; Abcam), anti-hexokináz-2 (HK2, 
1:1000, #2867; CST) anti-ASCT2 (1:2000, #A304-353A; Bethyl), anti-lactate 
dehydrogenase B (LDHB; 1:2000; #85319, Abcam) anti-carnitine palmitoyltransferase 
1A (CPT1A; 1:1000; #128568, Abcam), anti-fatty acid synthase (FASN; 1:1000; #3180, 
CST) anti-acyl-coenzyme A synthetase short-chain family member 2 (ACSS2; 1:1000; 
#3658, CST), anti-pyruvate dehydrogenase (PDH; 1:1000; #3205, CST), anti-p-ATP-
citrát-liáz (p-Acly, 1:1000, CST, CST #4331) és anti-p-AMPK (Thr172) (1:1000, CST 
#2535). 
A WES Simple analízist  (WES System – ProteinSimple-Biotechne 004–600) a 
gyártó utasításai szerint végeztük. A 12–230 kDa-os kapilláris modulokkal 
(ProteinSimple SM-W004), illetve anti-nyúl (ProteinSimple DM-001), anti-egér 
(ProteinSimple DM-002) vagy anti-egér-biotin-avidin-HRP-s előhívórendszert (#7076; 
CST) kombináltan alkalmaztunk az elsődleges antitestektől függően. Röviden: egyforma 
fehérjekoncentrációjú glioma és emlő sejtmintát (0,2 vagy 1 μg/μl az alkalmazott 
másodlagos antitesttől függően)  fluoreszcens Master Mix-ben hígítottunk, majd 95°C-
on 5 percig denaturáltuk a fehérjéket. A mintákat, a blokkoló reagenst (antitesthígító), az 
elsődleges és a másodlagos antitesteket, valamint a kemilumineszcens szubsztrátot a 
plate-re pipettáztuk. A WES alapértelmezett beállításai a következők voltak: elválasztás 
és bekötés 395 V-on 30 percig; blokkoló reagens 5 percig, elsődleges és másodlagos 
ellenanyagok egyaránt 30 percig; luminol/peroxid kemilumineszcens előhívás 15 percig 
(az antitestek expozíciós idejét 1 és 512 s között). Az elektroferogrammokat ellenőriztük, 
majd az automatikus csúcsértékelést manuálisan korrigáltuk, ha szükséges volt. A 
következő elsődleges ellenanyagokat 1:50-es hígításban használtuk: anti-p-
mTOR(Ser2448) (p-mTOR, #2971; CST), anti-p-Ser235/236-S6 (#4858; CST), anti-
Rictor (#2140; CST), anti-Raptor (#89603; Novus), anti-laktát-dehidrogenáz A (LDHA, 
#3582; CST), anti-glutamináz (GLS, #156876; Abcam), anti-GAPDH (mca2427; 
Serotec), anti-p-(Ser473)-Akt (p-Akt, #4060; CST), anti-foszfofruktokináz-P (PFKP, 
#8164; Abcam), anti-karnitin-palmitoil-transzferáz 1A (CPT1A; #128568, Abcam), anti-
fatty acid szintáz (FASN; #3180, CST) anti-acetil-koenzim A szintáz short-chain family 
member 2 (ACSS2; #3658, CST), anti-piruvát dehidrogenáz (PDH; #3205, CST), anti-p-




citokróm c oxidáz (COXIV, #4850, CST), és mikrotubulushoz társult fehérje 1A/1B-
könnyűlánc 3 (LC3, 110–57179, Novus). 
 
3.3 Metabolitok extrakciója és mennyiségi meghatározása tömegspektrometriával 
 
Az intracelluláris metabolitokat – laktát (LAC), piruvát (PYR), citrát (CIT), α-
ketoglutarát (αKG), szukcinát (SUC), fumarát (FUM), malát (MAL), glutamát (GLU), 
aszpartát (ASP) – néhány módosítással Szoboszlai és mtsai. közleménye alapján 
extraháltuk (264). A intermedier metabolitokat a sejtekből és a felülúszókból metanol-
kloroform-víz (9:1:1) eleggyel extraháltuk, majd 4°C-on lecentrifugáltuk (15 000×g, 10 
perc, 4°C). A mérésig a felülúszókat -80°C-on tároltuk. A laktát-, piruvát-, citrát-, αKG-
, szukcinát-, fumarát-, malát-, glutamát- és aszpartát-koncentrációkat kalibrációs görbék 
segítségével határoztuk meg az analitikai minőségű standardok hígítási sorainak (0,5–50 
μM) mérését követően. A metabolitarányok kiszámításához az adott minták sejtszámára 
normalizálva ng/106 sejt koncentrációban kerültek megadásra. A folyadék kromatográfia-
tömegspektrometriás (LC–MS) mérést a Perkin-Elmer Flexar FX10 ultrateljesítményű 
folyadék-kromatográf segítségével végeztük, Sciex 5500 QTRAP tömegspektrométerrel 
kapcsolva. A kromatográfiás elválasztást egy Phenomenex Luna Omega C18 oszlopon 
(100×2,1 mm,1,6 μm) végeztük (GenLab Ltd.). A mozgófázis vízből és 0,1% (v/v) 
hangyasavat tartalmazó metanolból állt. Az MS negatív elektrospray ionizációs módban 
működött. A mérésekhez a következő beállításokat használtuk: állandó hőmérséklet: 
300°C ionizációs feszültség: -4000 V, belépési potenciál: - 10V, zárógáz: 35 psi, gáz1: 
35 psi, gáz2: 35 psi, CAD-gáz: közepes. A kvantitatív elemzések elvégzéséhez többszörös 
reakciófigyelő (MRM) módszert alkalmaztunk. 
 
3.4 Metabolikus, illetve mTOR komplex fehérjék génexpressziójának és 
emlődaganatos betegek klinikai adatainak elemzése a KM-plotter adatbázis 
felhasználásával 
 
A Kaplan-Meier Plotter adatbázis (KM-plotter; http://www.kmplot.com) segítségével 
vizsgáltuk meg az mTOR útvonal releváns fehérjéinek és a metabolikus útvonalak egyes 




hozzáférésű online túlélést elemző adatbázis 3951 emlődaganatos beteg Affimetrix 
HGU133A és HGU133+2 microarray (Affymetrix, Santa Clara, CA) adatainak elemzését 
teszi lehetővé (265). Az adatbázis segítségével már a kimutatott mRNS expressziós 
különbségek prognosztikai értékélését lehet elvégezni, statisztikailag jól kezelhető 
esetszámmal. A Hazard Ratio-t a legjobb automatikusan kiválasztott cut-off értéknél 
meghatározva; és a p értéket a log-rank teszttel számítva R-nek ábrázoltuk. 
 
3.5 Statisztikai analízis 
 
Az IBM SPSS Statistics szoftvert (verzió: 22; SPSS Inc.) használtuk a statisztikai 
elemzések elvégzésére. Az átlagértékeket és az SD-t három független kísérletből 
számoltuk, legalább hat párhuzamos mellett, az alkalmazott in vitro vizsgálatoktól 
függően. Mann-Whitney U-tesztet, Fisher-tesztet, log-rank tesztet és Kaplan-Meier-
görbe analízist használtunk az IHC fehérjemarkerek prognosztikai értékének (túléléssel 
való összefüggés összehasonlítás) vizsgálatához. A Hazard Ratio-t Cox regressziós próba 
segítségével számoltuk ki a vizsgált fehérje H-score értékek és egyéb tényezők 
többváltozós elemzésében. Student t-tesztet is használtuk a kezelések hatásainak 







4.1  Humán gliomák vizsgálatának eredményei 
4.1.1 mTOR jelátviteli útvonal aktivitásával összefüggő fehérjék és metabolikus 
enzimek expressziója humán gliomákban 
 
PhD munkám elején a labor glioma (IDH mutáns és vad), illetve IDH mutáns 
fibrosarcoma sejtvonalallal végzett vizsgálataiban az IDH mutáció meglétével és 
hiányával összefüggő jelentős bioenergetikai különbségeket figyeltünk meg: a. Warburg-
effektus intenzitás, acetáthasznosítás és oxidatív foszforiláció aktivitás különbségei, b. 
glutamin, illetve a GABA, mint bioenergetikai szubsztrát potenciális jelentősége IDH vad 
gliomákban. c. mTOR aktivitás szerepe gliomák onkometabolit (laktát és 2-HG) 
termelésében (Hujber Zoltán Ph.D. disszertációjában bemutatott társszerzős cikkek).  
Saját munkámban előbbiek folytatásaként mTOR és metabolikus aktivitással 
összefüggő fehérjék in situ fehérje expresszió különbségeit hasonlítottam össze normál 
peritumorális cerebrumban (n=4), illetve IDH vad és mutáns humán glioma mintákban 
(n=10 és n=8). Az immunhisztokémiai reakciók egyrészt fokozott mTOR, másrészt ezzel 
összefüggésben és a normál agyszöveténél magasabb metabolikus aktivitást mutattak 
(14-15. ábra). A normál agyszövet,  p-mTOR, p-S6, Rictor és p-(Ser473)-Akt reakciókkal 
jellemzett alacsony mTOR aktivitásával szemben az IDH mutáns gliomákban közepesen 
emelkedett, míg az IDH vad típusú gliomákban még jelentősebb p-mTOR, p-S6 és (p-
Ser473)-Akt fehérjemennyiség emelkedést figyeltünk meg. Ezek az eredmények, a más 
tumorokban is gyakran megfigyelt, rosszabb prognózissal összefüggő mTORC2 aktivitás 
emelkedésre utalnak (14. ábra). 
Metabolikusan a normál agyszövethez hasonló, az intenzív Warburg glikolízisre 
utaló egyformán magas LDHA expresszió jellemezte a gliomákat. A zsírsavszintézis 
FASN enzimének expressziója lényeges különbséget nem, a lipidoxidáció 
szubsztrátjainak mitokondriális mátrixtranszportjában fontos szerepet játszó CPT1A és 
az acetát hasznosítással összefüggő ACSS2 mennyisége azonban jelentős emelkedést 
mutatott mindkét glioma típusban. Az IDH vad típusú gliomákat – a GLS expresszió 
kivételével – kifejezetten magas általános metabolikus enzimexpresszió jellemezte, ami 
szubsztrát felhasználásuk sokoldalúságára utal. Az IDH mutáns gliomákra ez kevésbé 




gliomákhoz képest is jelentősen emelkedett, karakterisztikus 2/3+ intenzitású GLS 
expressziót mutattunk ki. 
Az IDH mutáción kívül más klinikopatológiai paraméterrel összefüggő expresszió 
különbséget az alacsony esetszámok miatt sem találtunk, igaz a p-(Ser473)-Akt 
mennyisége a grade IV glioblastomákban magasabb volt, mint a grade III anaplasztikus 
astrocytomákban. További szignifikáns összefüggést figyeltünk meg a Ki67 proliferációs 
index és a FASN expressziója között (Ki67<20% vs. Ki67 ≥20%, p = 0,001) (15. ábra). 
 
14. ábra. mTOR aktivitás függő fehérjék reprezentatív IHC reakciói IDH vad típusú 
és mutáns humán gliomák metszetein a normál peritumorális cerebruméhoz 
hasonlítva. DAB kromogén (barna), hematoxilin háttérfestés, a nagyítások a jobb felső 





15. ábra. Metabolikus fehérjék IHC vizsgálatának reprezentatív reakciói humán 
peritumorális cerebrumban, IDH vad típusú és mutáns gliómákban. DAB kromogén 
(barna) mellett hematoxilin háttérfestést alkalmaztunk, a nagyításokat feltüntettük, a 





4.1.2  mTOR aktivitással összefüggő metabolikus különbségek, valamint 
temozolomide, illetve mTOR inhibitorok hatásának vizsgálata in vitro humán 
glioma sejtvonalakban 
 
Az mTORC1 és mTORC2 aktivitással összefüggő fehérjék emelkedett 
expresszióját figyeltük meg mind a négy glioma sejtvonalban (16. ábra). Az U373-U 
alacsonyabb Rictor és p-(Ser473)-Akt mennyiséget mutatott, mint a többi vizsgált 
sejtvonal, ugyanakkor a p-S6 fehérje mennyisége ebben és az U87 sejtvonalban volt a 
legmagasabb.  
A temozolomide – gliomák kemoterápiájában alkalmazott – kezelés in vitro nem mutatott 
szignifikáns anti-proliferatív hatást egyik vizsgált sejtvonalban sem, még az IDH mutáns 
glioma sejtekben sem. Az mTOR aktivitást jellemző fehérjék mennyiségével 
összefüggésben az mTORC1/C2 és dual mTOR inhibitorok szignifikánsan nagyobb 
proliferációgátlást mutattak, mint a rapamycin és a temozolomide. Az U373-U sejtben 
megfigyelt alacsonyabb Rictor és p-(Ser473)-Akt mennyisége ellenére jelentősebb hatást 
tapasztaltunk a dual és a kombinált mTOR gátló kezelésekben. Az U87 és a genetikailag 
módosított IDH mutáns U251 sejtek bizonyultak a legkevésbé érzékenynek a 
temozolomide és mTORI kezelésekben. 
Utóbbiak alapján a gliomák típusa szempontjából releváns, genetikailag nem 
módosított három sejtvonalban Western blottal vizsgáltuk az mTOR aktivitásával 
összefüggő és metabolikus enzim fehérjék mennyiségi változásait 72 órás temozolomide 
és mTORI kezelések után. A p-S6 fehérjék mennyiségét mindegyik mTOR inhibitor, a p-
4EBP1 mennyiségét azonban csak a NVP-BEZ235 csökkentette. Az mTORC2 
aktivitással összefüggő p-(Ser473)-Akt mennyiségének emelkedése valamennyi 
sejtvonalban jól mutatta a rapamycin gátló hatását, az S6K negatív feedback 
mechanizmusának hiányát. Ez a foszforilációs változás a dual, illetve az mTORC1/C2 
gátló kezelésekben elmaradt. A temozolomide nem volt hatással sem az mTORC1, sem 
az mTORC2 aktivitására.  
Az mTOR inhibitor kezelések más a metabolikus folyamatok aktivitásváltozását 
jellemző enzimek közül a HK2, FASN és a GLS (kivéve NVP-BEZ235 az U251-ben) 
mennyiségét csökkentették, míg párhuzamosan a CPT1A és ACSS2 expresszióját 




átrendeződésekre, az oxidációs, a lipid és acetát szubsztrát felhasználási folyamatok 
intenzitás emelkedésére utalnak. A temozolomide metabolikus átrendeződést 
eredményező hatásai kevésbé voltak jellegzetesek és jelentősebb egyedi különbségeket 
mutattak a sejtekben. A FASN expressziót a temozolomide ugyan csökkentette, de 
párhuzamosan a CPT1A és a GLS mennyisége nem változott a kezelés hatására. Az 
ACSS2 és a HK2 expresszióváltozások mutatták leginkább az egyedi jellegzetességeket. 
Az ACSS2 expresszió emelkedett, míg a HK2 mennyisége csökkent temozolomide 
kezelést követően az U251-ben és U373-U-ban, de nem változott a harmadik sejtben. 
 
16. ábra. mTOR aktivitás különbségek, ill. anyagcsere útvonalakkal kapcsolatos 
egyéb enzimek mennyiségének változásai mTORI (rapamycin – Rapa 50 ng/ml; 
NVP-BEZ235 – BEZ 1 µM; PP242 1 µM) és temozolomid (TMZ 100 µM) kezelések 




mTOR aktivitás különbségekre utaló fehérje expressziós mintázat reprezentatív Western 
blot képeken, ill. Alamar Blue és SRB tesztek alapján meghatározott (átlag) TMZ és 
mTORI érzékenységek bemutatása hőtérképen (piros – 100% gátlás szenzitív; kék 0% 
hatás - rezisztens). b. Az mTORC1 és C2 aktivitással kapcsolatos fehérjék és más 
metabolikus enzimek mennyiségének változása a kezeléseket követően (reprezentatív 
Western blot eredmények). 
 
4.1.3  Metabolikus aktivitással összefüggő fehérje expresszió és metabolit 
különbségek, valamint metabolikus gátlószerek hatása glioma sejtvonalakban 
 
A metabolikus fehérjék és a vizsgált intracelluláris metabolitok mennyiségi 
összehasonlítása további egyedi különbségeket mutatott, amikor a fehérje expressziós 
profilokat a 4 sejtvonalban vetettük össze. Az U251 vad és mutáns sejtvonalak 
alacsonyabb glikolitikus (HK2, LDHA) aktivitást és párhuzamosan magasabb GLS 
expressziót mutattak a másik két sejtvonalhoz képest. A reverz Warburg hatásra utaló 
LDHB mennyiségében nem volt szignifikáns különbség a sejtvonalak között, ez arra utal, 
hogy a glikolitikus fenotípus az LDHA és HK2 expresszió változással függhet inkább 
össze. Ha a három alap (nem módosított) sejtvonal GLS expresszióját vizsgáljuk, az 
mutatta a legegyedibb különbségeket, legalacsonyabb expressziót az U87 sejtekben 
tapasztaltunk (17. ábra). Az U373-U sejtvonalban a zsírsavoxidációval és 
acetáthasznosítással összefüggő enzimek expressziója volt a legalacsonyabb, ami a 
csonka citrátkör és a glutaminolízis fokozott szerepére utal ebben a sejtben. Érdekes, hogy 
a vad és IDH mutáns fehérjét expresszáló U251 sejtvonalak között jelentős különbséget 
a metabolikus fehérjék expressziójában nem figyeltünk meg. 
Az egyes metabolitok mennyiségét vizsgálva, a laktát/malát arány az U87 
sejtekben volt a legmagasabb, ami összefügg a HK2 és LDHA mennyiségi 
különbségeivel. U373-U sejtvonalban hasonlóan magas glikolitikus enzim expresszió 
mellett, lényegesen alacsonyabb laktát/malát arányt tapasztaltunk, aminek hátterében a 
glutamin anaplerózis, a glutamin oxidáció, mint alternatív bioenergetikai folyamat állhat. 
Ezzel összefügghet a glutamát mennyiség fokozódása is, ami fokozott 
glutaminfüggőségre is utalhat ebben a sejtvonalban. Az IDH vad és mutáns sejtvonalak 




ugyan, de az IDH mutáció következményeként magas 2-HG onkometabolit szintet 
igazoltunk LC-MS-sel. Ez jelentősen módosította a metabolitok megoszlását és arányát a 
mutáns sejtvonalban. Az U251 mIDH sejtekben emelkedett piruvát szintet mutattunk ki 
az alap U251 sejtekhez képest az alacsony LDHA és legmagasabb GLS expresszió 
mellett. Ez a csökkent mitokondriális működésre és a metabolit-koncentráció arányokban 
is megjelenő alacsony OXPHOS kapacitásra hívja fel a figyelmet, amiben a 
glutaminforrású 2-HG onkometabolit szintnek is van szerepe. Azt, hogy az IDH mutáció 
kompenzálásában szerepe lehet a metabolikus átrendeződésnek, jól mutatja, hogy az 
alacsony LDHA szint ellenére a laktát termelés, a Warburg-effektus arányaiban 





17. ábra Metabolikus különbségek az U87, U373-U U251 IDH vad és mutáns humán 
glioma sejtekben. a. A vizsgált metabolikus enzimek mennyiségi különbségeinek 
bemutatása reprezentatív Western blot-on b. LC-MS-el mért intracelluláris metabolit 
koncentrációk jellegzeteségei a négy humán glioma sejtvonalban. A glikolitikus 
folyamatok jellemzésére a laktát/malát arányt, míg az OXPHOS funkció jellemzésére 
(citrát / szukcinát) / (fumarát / malát) arányokat használtuk. A jobb oldali kördiagram a 
mért metabolitok arányát az összes mért metabolithoz viszonyítva mutatja (laktát-LAC, 
piruvát-PYR, citrát-CIT, α-ketoglutarát-α-KG, szukcinát-SUC, fumarát-FUM, malát-




Mivel a három alap glioma sejtvonalban jelentős metabolikus enzim expresszió 
különbségeket tapasztaltunk, ennek a három sejtvonalnak vizsgáltuk metabolikus 
gátlószerekkel szembeni érzékenységét (18.a. ábra) A vizsgált glioma sejtek metabolikus 
adaptációs, alkalmazkodási képességeit jól mutatja, hogy jelentős mértékű 
proliferációgátló hatást gyakorlatilag egyik kezelés esetében sem tapasztaltunk sem 
Alamar Blue, sem SRB proliferációs teszttel. Az Alamar Blue és az SRB tesztek eltérő 
eredményei is arra utalnak, hogy Alamar Blue esetében a mitokondriális kompenzáció 
jelét és nem feltétlen proliferáció fokozódást figyeltünk meg. Mindezek alapján mindig 
érdemes összevetni a kapott egyéb eltérésekkel a proliferációs eredményeket és legalább 
két különböző típusú proliferációs teszt eredményét figyelembe venni szenzitivitás 
értékelésében. A GLS gátlás (BPTES), a zsírsavszintézis-gátlás (etomoxir) és a 
doxycycline kezelés után lényeges proliferációgátlást nem tudtunk kimutatni 
gyakorlatilag egyik sejt esetében sem. Érdekes, hogy az autofágia indukáló mTOR gátlók 
(rapamycin) és gátló (chloroquine) kezelések sejtvonalfüggő növekedés gátló hatásokat 
okoztak. Összeségében ez a két kezelés a leginkább az U373-U sejtek proliferációját 
gátolta. Ebben a sejtvonalban megvizsgáltuk a különböző gátlószerek fehérje 
expressziókra gyakorolt hatásait is Western blot és WES technikával (18. a.b. ábra). A 
BPTES, a doxycycline és az etomoxir monoterápia kezelések sem proliferációs hatásokat 
sem jelentős fehérje vagy foszfo-protein expresszió változást nem mutattak. Az utóbbi 
két kezelésben csak az AMPK markáns aktivációját tapasztaltuk. A kemoterápiás 
temozolomide rezisztencia mellett szintén jelentős mértékben megmaradó mTORC1 
aktivitást (enyhe p-mTOR és p-S6 expresszió csökkenés) és mTORC2 aktivitás eltolódást 
(fokozódó p-(Ser473)-Akt és Rictor expresszió), valamint CPT1A és LC3 expresszió 
fokozódást, lipolitikus metabolikus eltolódást figyeltünk meg. Ezek egymással 
összefüggő potenciális kompenzációs anyagcsereváltozásokat mutatnak. Rapamycin 
kezelést követően egyrészt a várt mTOR aktivitás csökkenést (p-S6 és p-mTOR), 
mTORC2 aktivációt és a temozolomide esetében is tapasztalt lipolitikus kompenzációs 
(CPT1A és LC3 expresszió emelkedés) hatásokat tapasztaltuk mérsékelt proliferációs 
hatások mellett. Egymással ebben az esetben is összefüggő metabolikus átrendeződést és 
enyhe, már szignifikáns proliferáció csökkenést mutattunk ki. A chloroquine 
monoterápiát ellentmondásos metabolikus változások jellemezték az U373-U sejteket. 




nélkül, p-(Ser)-Akt fehérje emelkedést; de Rictor fehérje lebomlására utaló jeleket; 
párhuzamosan lipid anyagcsereváltozásokat; GLS expresszió csökkenést, ill. 
mitokondriális COXIV expresszió csökkenést figyeltünk meg. Mindezek jelentősebb 
metabolikus zavarral és ennek jelentős proliferációt gátló hatásaival lehetnek 
összefüggésben.  
 
18. ábra. Rapa, TMZ és metabolikus inhibitor érzékenységek humán high grade 
glioma sejtvonalakban. A kemoterápiás és metabolikus kezelések (Rapa - rapamycin 50 
ng/ml; TMZ - temozolomide 100 μM; Doxy - doxycycline 10 μM; Etom - etomoxir 50 
μM; Chl - chloroquine 50 μM; BPTES-bisz-2- (5-fenil-acetoamid-1,3,4-tiadiazol-2-il) -
etil-szulfid 10 μM, 72 órás kezelés esetében) anti-proliferatív hatását Alamar Blue (AB) 
és SRB tesztekkel mutattuk ki U251, U87 és U373-U  sejteken (a.). A szignifikáns 
(p<0,01) változásokat *-al jelöltük. b. A metabolikus adaptáció mechanizmusára utaló 
fehérje expressziós változásokat is elemeztük Western blot, vagy WES Simple 





4.1.4 Kombinációs kezelések hatása glioma sejtvonalakban 
További kísérleteinkben a monoterápiában tesztelt metabolikus gátlószereket 
kombináltuk rapamycinnel, temozolomide-dal és egymással a három glioma sejtvonal 72 
órás kezeléseiben (19-20. ábra). A korábban leghatásosabb chloroquine anti-proliferatív 
hatását egy további gátlószer hozzáadása vagy a temozolomide fokozta és a rapamycin 
többféle kombinációban is hatásosabbnak bizonyult, mint monoterápiában. 
19. ábra. A rapamycin és temozolomide más anyagcsere gátlókkal kombinált in vitro 
proliferációs hatása U87 és U373 sejtvonalakban. Az Alamar Blue teszt eredményei 
72 órás kombinált in vitro kezelés után U87 (a) és U373-U (b) glioma sejtekben 
(rapamicin - Rapa 50 ng/ml, temozolomide - TMZ 100 µM, doxycycline –Doxy 10 µM; 
etomoxir – Etom 50 µM; chloroquine - Chl 50 µM). A kombinációk additív (A) vagy 





20. ábra. A rapamycin és temozolomide más anyagcsere gátlókkal kombinált in vitro 
proliferációs hatása U251 sejtvonalban. a. Az Alamar Blue teszt eredményei 72 órás 
kombinált in vitro kezelés után glioma sejtekben (rapamycin - Rapa 50 ng/ml, 
temozolomide - TMZ 100 µM, doxycycline –Doxy 10 µM; etomoxir – Etom 50 µM; 
chloroquine - Chl 50 µM). A kombinációk additív (A) vagy szinergista (S) hatásait a CI 
számítás alapján jelöltük az adott kezelésekben. b. FASN, β-F1-ATPase, p-S6, p-
(Ser473)-Akt and CPT1A fehérje expresszió változása a kezeletlen kontrollhoz képest 
mono- és kombinációs kezelések után U251 glioma sejtvonalban (50 ng/mL 
rapamycin + 100 µM temozolomide—Rapa + TMZ; 50 ng/mL rapamycin + 10 µM 
doxycycline—Rapa + Doxy; 100 µM temozolomide + 10 µM doxycycline—




A rapamycin az etomoxir hatását fokozta az U251 és U373-U sejtekben és 
szenzitizálta mindhárom sejtvonalat a temozolomide-dal szemben. Két sejtvonalban 
szinergista (U251 és U373-U) és a harmadik esetében is legalább additív volt a 
rapamycin+temozolomide hatása. Előbbihez hasonlóan hatásos a 
doxycycline+rapamycin kombináció is. Vizsgálatainkat kiegészíttük az U251 sejtek 
esetében Rapa+TMZ, Rapa+Doxy és a TMZ+Doxy kombinációk egyes korábban is 
vizsgált fehérjék mennyiségét érintő hatásainak Western blot elemzésével (20. ábra). 
Fehérje szinten a zsírsav felépítésre utaló enzimek mennyisége csökkent, viszont 
párhuzamosan nem emelkedett a zsírsavoxidációval összefüggést mutató CPT1A szintje; 
mindez arra utalhat, hogy a sejt a zsírsavanyagcsere-változásokon keresztül nem tudott 
kompenzálni. A TMZ indukált mTORC1 aktivitás emelkedését – ami monoterápiában 
jellemezte a vizsgált TMZ rezisztens gliomákat – a rapamycin teljesen felfüggesztette, 
sőt az mTORC2 aktivitás – p-(Ser)-Akt – emelkedés is elmaradt. Az OXPHOS 
aktivitáshoz szükséges β-F1-ATP-ase mennyiségét is jelentősen csökkentette az 
egyébként igen hatékony RAPA+TMZ kombináció, a terápiás szempontból is érdekes 
TMZ rezisztencia áttörésében. 
Ezt követően hármas kombinációs kezelések in vitro hatásait vizsgáltuk 
mindhárom sejtvonalban (21. ábra). A sejtek egyedi érzékenységét és a személyre szabott 
kezelések jelentőségét jól mutatták eredményeink. Az eltérő metabolikus alap 
jellegzetességekkel rendelkező sejtekben más-más hármas kombinációk bizonyultak a 
leghatékonyabbnak. A magasabb alap OXPHOS aktivitású és kevésbé Warburg 
fenotípusú U373-U sejtben a Rapa+Doxy+Etom, illetve a Rapa+Doxy+Chl volt 
rendkívül hatásos. Az inkább glikolítikus U87 sejtekben a TMZ+Doxy+Rapa, illetve a 
TMZ+Doxy+Chl. Míg a leginkább kiegyensúlyozott fenotípusú U251 sejtek esetében a 
hármas kombinációk nem voltak hatásosabbak a korábban hatékony Rapa+Doxy, illetve 
Rapa+TMZ kezeléseknél. Ezek az eredmények azt sugallják, hogy kiismerve a 
daganatszövet metabolikus fenotípusát, heterogenitását egyes metabolikus gátlószerekkel 






21. ábra. Hármas gátlószer kombinációk proliferáció gátló hatásainak Alamar Blue 
teszt eredménye humán glioma sejtvonalakban. 72 órás hármas kombinációs 
kezelések in vitro hatásai. A monoterápiákhoz képest leghatékonyabb (szignifikánsan 
hatékonyabb p<0,05) kombinációk hatásait keretes oszlopokkal jelöltük. Alkalmazott 
koncentrációk: rapamycin - Rapa 50 ng/ml, temozolomide - TMZ 100 µM, doxycycline 
- Doxy 10 µM; etomoxir - Etom 50 uM; chloroquine - Chl 50 μM, kombinációk: 
rapamycin+temozolomide+doxycycline - Rapa+TMZ+Doxy, rapamycin+doxycycline+ 
chloroquine - Rapa+Doxy+Chl; rapamycin+doxycycline+etomoxir - Rapa+doxy+Etom ; 
temozolomide+doxycycline+chloroquine - TMZ+doxy+Chl). 
 
4.2  Emlő daganatok vizsgálatának eredményei 
4.2.1 mTOR és metabolikus gátlószerek hatásainak összefüggése a 
fehérjeexpresszióval emlődaganat sejtvonalakban 
 
In vitro kísérleteinkben 10 emlősejtvonal mTOR és metabolikus fehérje 
expresszió változását vizsgáltuk mTOR és más metabolikus gátlószerekkel végzett 
kezelés hatására (22-23. ábra).  
Az mTOR aktivitással összefüggő fehérjék mennyiségét és a gátlószerek 




osztottuk a sejtvonalakat: a. mTORC1 komplex és b. mTORC2 komplex aktivitású, 
illetve c. kiegyensúlyozott vagy gátlószer rezisztencia miatt el nem dönthető mTOR 
komplex aktivitású sejtvonalak (22. ábra). p-S6-nál alacsonyabb p-(Ser473)-Akt fehérje 
szint mellett, szignifikáns proliferációgátló rapamycin hatás és GDC (specifikus Akt-
kináz gátló) rezisztencia (nem vagy alig volt proliferációgátló hatása) jellemezte az 
SKBR3, MDA-MB453 (HER2+) és a HS578T (TN) sejtvonalakat, így ezeket mTORC1 
komplex aktivitású sejtvonalak közé soroltuk. Az mTORC2 komplex dominanciával 
rendelkező sejtvonalaknak tekintettük azokat, amelyekben a rapamycinnek nem vagy alig 
volt hatása, viszont GDC és/vagy PP242 (mTORC1/C2 komplex gátló) fokozott 
érzékenységet mutattak. Párhuzamosan pedig a p-(Ser473)-Akt fehérje mennyisége is 
szignifikánsan magasabb volt ezekben a sejtekben, mint a p-S6 mennyisége. Ez a T47D 
(LumA), ZR75.1 és BT474 (LumB) sejtvonalak esetében teljesült. A harmadik csoportba 
a rapamycin rezisztens sejtek közül azokat soroltuk, amelyekben a p-(Ser473)-Akt és p-
S6 fehérjék aránya alapján ugyan RAPA érzékenységet vártunk volna, de sem a RAPA, 
sem a GDC esetében nem tapasztaltunk jelentős proliferációgátló hatást. Ezek a sejtek 
csak PP242 szenzitivitást (MCF-7, MDA-MB231, BT549) mutattak vagy egy sejt 
esetében még azt sem (az MDA-MB468 sejt teljesen rezisztens volt az mTOR útvonal 
gátlókkal szemben). Érdekes, hogy ebben a kevésbé mTOR gátló érzékeny csoportba 
tartozott a TN sejtvonalak többsége (MDA-MB231, MDA-MB468, BT549) mellett egy 
jó prognózisú LumA sejtvonal is (MCF-7). A leghatékonyabb proliferációgátló hatást a 
PP242, mTORC1 és C2 komplexet is gátló kezelések esetében tapasztaltunk, 72 óra 
kezelést követően a tíz sejtvonalból nyolc esetében ez a kezelés több mint 50%-kal 
csökkentette a proliferációt (22. ábra). 
 A metabolikus enzimek mennyisége és a gátlószerek hatása között is 
megfigyeltünk összefüggéseket, azonban ezek alapján nem lehetett az mTOR 
aktivitáshoz hasonlóan különböző metabolikus fenotípusba besorolni a sejtvonalakat, 
mert a kép sokkal összetettebb volt. A gliomás vizsgálatainkhoz hasonlóan az 
intracelluláris metabolit-koncentráció viszonyok vizsgálatával is kiegészítettük ezeket az 
eredményeket. 
Az összes sejtvonalban jellemzően magas LDHA fehérje mennyiséget mutattunk 
ki, míg a gliomákkal ellentétben az LDHB mennyisége mutatott jelentősebb 




megjelenése is csak kisebb expresszió különbségeket mutatva igazolta a sejtek 
glükózhasznosítását és a 3BP proliferáció gátló hatását in vitro környezetben. A tesztelt 
kezelések közül ez glikolízis gátló bizonyult a leghatásosabbnak a metabolikus 
gátlószerek között és az alacsonyabb GLUT1, illetve LDHA epxresszió összefüggést 
mutatott a kisebb mértékű proliferáció gátlással a BT474 és HS578T sejtekben és a 
metabolikus gátlókkal szemben gyakorlatilag rezisztens SKBR3 sejtvonalban (23. ábra).  
 
22. ábra. Szubtípus független mTORC1/C2 komplex aktivitás jellemző fehérje 
expresszió mintázatok humán emlődaganat sejtvonalakban. A reprezentatív Western 
blot-ok az mTOR-kináz hiperaktivitásával összefüggő fehérjék expresszióját mutatják a 
vizsgált sejtvonalak többségében. A balról jobbra a panelek a két-két LumA, LumB és 
HER2+ sejtvonalat majd a négy vizsgált TN sejtvonal látható. A 72 órás in vitro 
rapamycin érzékenységet (Rapa - 50 ng / ml), a C1 / C2 (PP242 - 1 µM) és az Akt inhibitor 
(GDC - 1 µM) kezeléseket színskálán tüntettük fel. A színskálán a gátló hatásokat, a 
színértékeket az Alamar Blue és az SRB tesztek eredményeinek átlaga alapján adtuk meg: 
kék/fehér (0%) - kezeletlen vagy teljesen rezisztens sejtek; piros/fekete - (~ 90-100%) 
vagy gátolt proliferáció, nagyon érzékeny sejtek) Az mTOR út gátló érzékenységét úgy 
határoztuk meg, hogy három inhibitor skála összesített átlagát skáláztuk. Az mTOR 
komplexek jellemző aktivitását a fehérje expresszió és az inhibitor érzékenység együttes 
értékelése alapján is megadtuk (C1 - domináns mTORC1, C2 - domináns mTORC2, C - 
nincs komplex aktivitás dominancia, C * - mTOR inhibitor rezisztens fenotípus értékelést 





23. ábra. Szubtípus független metabolikus fehérje expresszió különbségek humán 
emlődaganat sejtvonalakban. A felső Western blot panelen a glikolízissel, Warburg-
effektushoz (GLUT1, G6PDH, GAPDH, LDHA, LDHB), glutaminolízishez (GLS) és 
lipid anyagcseréhez (FASN, p-Acly, CPT1A, ACSS2) kapcsolódó metabolikus enzimek 
expressziójának reprezentatív Western blot képét mutatjuk be. Az ábra alsó felén a 72 
órás in vitro kezelésekhatásait színskálán tüntettük fel. A színskálán a gátló hatásokat, a 
színértékeket az Alamar Blue és az SRB tesztek eredményeinek átlaga alapján adtuk meg: 
kék (0%) - kezeletlen vagy teljesen rezisztens sejtek; piros - (~ 90-100%) vagy gátolt 
proliferáció, nagyon érzékeny sejtek). Glikolízis gátlóként 3BP (3BP - 100 µM), 
glutamináz inhibitorként BPTES (10 µM), lipid szintézis gátlóként BMS (10 µM), lipid 
oxidáció gátlóként etomoxir (Etom 50 µM) kezeléseket alkalmaztunk 72 órán keresztül 
in vitro.  
 
A 10 sejtvonalból a három tripla negatív (MDA-MB468, BT549, HS578T) 
bizonyult a leginkább Warburg fenotípusúnak az intracelluláris laktát/malát arány alapján 




mellett a metabolit-koncentrációk alapján számítható OXPHOS funkció is magas volt, 
ami magyarázhatja a sejtvonal gyors adaptációs képességét (24. ábra).  
 
24. ábra. Metabolit arány különbségek a humán emlőtumor sejtvonalak között LC-
MS metabolit koncentráció mérés alapján. A laktát/malát arány a sejtek Warburg 
fenotípusát jellemzi, az OXPHOS funkció jellemzésére (citrát / szukcinát) / (fumarát / 
malát) arányokat használtuk, Míg a két arány egymáshoz viszonyított jelentős eltolódását 
(Warburg/OXPHOS) a Warburg fenotípus javára két TN sejtvonalban figyeltük meg. 
 
A glutaminolízis gátló BPTES a glikolízis és mTOR gátlókhoz képest kevésbé 
hatékonyan gátolta az emlőcarcinoma sejtek proliferációját (9 sejtvonalban csak 10-15%-
os gátlás) in vitro (23. ábra). Szignifikáns gátlást csak a HS578T sejtvonal esetében 
figyeltünk meg, ebben a sejtvonalban azonban a GLS mindkét vizsgált izoformájának 




fehérjék közül a FASN inkább a nem-tripla negatív csoportokban volt magasabb, míg a 
CPT1A minden sejtvonalban kimutatható volt. A daganatsejt potenciális 
acetáthasznosításával összefüggő ACSS2 mennyisége mutatta a legnagyobb 
intertumorális különbségeket, de alapvetően valamennyi sejtvonaltípust jellemezte. A 
BMS (zsírsavfelépítés gátlószere) és a zsírsav oxidáció gátló (Etom) kevésbé bizonyult 
hatásos proliferációgátló szernek. Előbbi 20%-kal a T47D és HS578T sejtvonalakban, 
míg utóbbi 50%-kal a T47D-ben csökkentette a proliferácót. 
Ezek alapján altípustól függetlenül nagyon különböző anyagcsere-útvonalakkal 
jellemezhetők az emlőcarcinoma sejtvonalak. Az emlődaganatok mTOR és metabolikus 
aktivitásának in situ szöveti jellemzésére, számos IHC marker tesztelése után az archivált 
szövetekben megbízhatóan működő p-S6, Rictor, LDHA, GLS, CPT1A, FASN fehérjék 
kimutatását végeztük el. 
 
4.2.2 A kiválasztott mTOR és metabolikus fehérjék expressziójának in situ vizsgálata 
humán emlőcarcinomákban 
 
Vizsgálatainkban közel 100 humán biopsziás mintában az mTORC1, illetve C2 
komplex aktivitással összefüggő metabolikus fehérjék szöveti mennyiségét, eloszlását 
jellemeztük klinikopatológiai adatokkal összevetve.  
A munkacsoport korábbi IHC karakterizálási eredményeihez hasonlóan a p-S6 és 
Rictor festések jellegzetes citoplazmatikus jelleget mutattak, magi reakciókat azonban 
nem figyeltünk meg. A Rictor kifejeződés kisebb mértékű intratumorális különbségeket 
mutatott, amit csak néhány esetben figyeltük meg. A normál szövetekhez, a normál 
duktális epitheliális sejtekhez hasonló, magas Rictor expresszió jellemezte a vizsgált 
daganatsejteket (medián H-score=180), bár egyedi esetekben a reakció gyengének 
bizonyult (<10%). Ezek az eredmények az mTORC2 komplex jelenlétére utalnak a 
normál duktális és az emlőtumorsejtekben egyaránt. Az előbbivel ellenkezőleg a normál 
szövetekhez képest az mTOR aktivitás, elsősorban mTORC1 aktivitás emelkedés jeleit, 
fokozott p-S6 expressziót mutattunk ki az emlődaganatos esetek többségében. A p-S6 
reakció intra- és intertumorális expressziókülönbségeket is mutatott, ami leginkább csak 





25. ábra. mTOR aktivitás jellemzéshez végzett p-S6 és Rictor IHC reakciók (DAB, 
barna) reprezentatív emlőcarcinoma metszeteken. A p-S6 jellegzetes citoplazmatikus 
festődése intra- és intertumorális festődési különbségei, ill. a Rictor a normál duktális 
sejtekhez hasonló magas expressziója jellemezte a daganatok többségét. Hematoxilin 
magfestés, azonos nagyítások (a képek job felső sarkában).  
 
A további metabolikus fehérjék mind a FASN, mind a CPT1A a normál szövethez 
képest jelentős expresszió emelkedést mutatott a daganatsejtekben (medián H-score=210, 
illetve 240). A két fehérje funkció különbségei alapján fokozott lipidszintézis (magas 
FASN) mellett a sejtek a zsírsavak mitokondriumba szállításának inkább a blokkolását (a 
lipidoxidációt nem serkentik) várnánk azonos tumorterületek tumorsejtjeiben. Ezt az 
inverz festődési mintázatot (adott terület magas FASN expressziója esetén alacsony 
CPT1A vagy ennek fordítottja) azonban az emlődaganatok intratumorális 
heterogenitásával összefüggésben nem figyeltük meg. Meglepő, de a FASN és CPT1A 
overexpresszió a szövetek azonos területein, gyakorlatilag azonos sejtekben volt jellemző 
az esetek közel 60%-ában (26. ábra). 
Előbbi lipidanyagcsere-változások mellett homogén citoplazmatikus LDHA és 
granuláris, mitkondriális GLS expresszió jellemezte a normál és a tumoros szöveteket is. 
Az egyes tumorok között ezekben jelentős különbségeket nem figyeltünk meg, bár egyes 





26. ábra. Reprezentatív immunhisztokémiai reakciók a négy kiválasztott 
metabolikus aktivitást jellemző ellenanyaggal reprezentatív humán emlődaganat 
metszetekben. Anti-LDHA, anti-GLS, anti-FASN, anti-CPT1A, festéseket végeztünk. 
Szubsztrátként DAB (barna) kromogént, majd hematoxilin háttérfestést használtunk. A 
nagytást feltüntettük. 
 
Az immunreakciók intenzitás érték különbségeinek (átlag vagy medián H-score) 
összehasonlító vizsgálata érdekében minden szubtípusból azonos számú (közel 20 eset) 
esetből származó szövetet és csak invazív duktális carcinomákat vontunk be az 
elemzésbe, hogy a hisztológiai variációk ne zavarják meg az értékelésünket. A vizsgált 
személyek túlélési adatai reprezentálták a nemzetközi standard kezelések mellett várható 
eredményeket az elmúlt húsz évből választott, követett eseteinkben is. Az átlag H-score 
értékek alapján a HR-pozitív és -negatív esetekre a szubtípusoktól független a normál 




szövetekhez képest emelkedett) mTOR aktivitás (p-S6 és Rictor) és GLS szint jellemző. 
A Warburg glikolízissel összefüggést mutató LDHA a HR-negatív, míg a lipidanyagcsere 
jellemzésben vizsgált CPT1A és FASN magasabb expresszió (H-score értékek) 
szignifikáns összefüggést mutattak a HR-pozitív státusszal. Igaz a CPT1A enzim magas 
expressziós szintje általánosan jellemezte az összes esetet, de összehasonlítva egymás 
között a szubtípusokat, igaz csak kis mértékben, de alacsonyabb CPT1A és FASN 
expressziós score volt jellemző a HER2+ és TN esetekben, mint a LumA és LumB 
csoportban (27. ábra). 
 
27. ábra. mTOR és metabolikus enzimek expressziójának hormonreceptor és 
szubtípus szerinti összefüggései humán emlődaganatokban. Az átlag H-score 






4.2.3 In situ mTOR és metabolikus fehérje expressziós különbségek prognosztikai 
jelentőségének vizsgálata 
 
Az emlőcarcinoma szubtípusok metabolikus és mTOR aktivitás jellemzőinek 
vizsgálata mellett, az egyéni klinikai és túlélési adatok (távoli metasztázis mentes túlélés 
és teljes túlélés) és az IHC értékelésekben kapott adott fehérjék esetében meghatározott 
IHC H-score értékek összehasonlítását is el tudtuk végezni. Az adott festések esetében a 
betegeket alacsony és magas H-score értékű csoportokba osztottuk. A cut-off értéket a 
medián H-score érték alapján határoztuk meg. 150-es H-score cut-off értéket használtunk 
a p-S6, Rictor, LDHA és GLS esetében, mivel ezeknél az IHC értékeléseknél a medián 
H-score 150-200 között volt. A CPT1A és a FASN esetében a magasabb (>200) medián 
H-score alapján ezt 200-nál határoztuk meg. A magas p-S6 a távoli metasztázis 
kialakulásával és a betegek korával, az LDHA az altípusokkal, grádussal és a stádiummal 
mutatott szignifikáns összefüggést.  
A magasabb p-S6 H-score szubtípustól függetlenül szignifikánsan összefüggött a 
távoli metasztázisok megjelenésével, a betegek életkorával és rövidebb metasztázis 
mentes, valamint rövidebb teljes túléléssel (3. táblázat, 27. ábra). A Rictor esetében nem 
találtunk összefüggést a túlélési adatokkal. Az LDHA alacsony illetve magas score 
összefüggött a szubtípussal, HR receptor státusszal (ahogy azt korábbi elemzésünk is 
mutatta), ezentúl szignifikáns összefüggést mutatott a grádussal és a stádiummal (3. 
táblázat) is. Bizonyos összefüggéseket a GLS expresszió és a hosszútávú teljes túlélés 
tekintetében is mutatott elemzésünk, meglepő, de a magasabb H-score értékek hosszabb 
túléléssel függtek össze szignifikánsan. Ennek hátterében állhat, hogy in situ a használt 
ellenanyag a két funkcióiban eltérő GLS izoforma elkülönítésére nem alkalmas. Nem 
szignifikáns, de tendenciában jelentős különbséget mutatott a CPT1A és FASN H-score 
értékek és túlélési adatok elemzése is. Ez mutatta a korábban leírt, várt inverz jelleget, 
miszerint magasabb CPT1A H-score a rosszabb, míg a magasabb FASN H-score a jobb 







3. táblázat. Humán emlődaganatos minták mTOR és metabolikus 







28. ábra. Kaplan-Meier analízis a magas és az alacsony H-score betegcsoportokban 
a távoli metasztázis nélküli (DMFS) és teljes túlélési (OS) adatok felhasználásával. 
200 hónapos követés túlélési adatait vizsgáltuk. A medián H-score-ok 
figyelembevételével 150-es H-score cut-off érték mellett a p-S6, LDHA, GLS és Rictor, 
míg 200-as H-score cut off érték mellett a FASN és CPT1A in situ expresszió alapján 
alacsony (zöld) és magas (fekete) expressziójú csoportokat vizsgáltunk az analízisben. 
 
A legérdekesebb túlélési összefüggéseket abban az elemzésben kaptuk, amelyben 
kombináltan értékeltük az mTOR aktivitást és a többi metabolikus útvonal markereket. 
Jó metabolikus alkalmazkodási képességűnek értékeltük (magas metabolikus plaszticitási 
érték) azokat az eseteket, amelyeknél a mTOR aktivitással összefüggő p-S6 festés H-
score értéke mellett még legalább két másik metabolikus útvonal enzim H-score értéke 
magas volt. Ezek alapján nem szignifikánsan, de jelentős mértékben (trendszerűen) 
összefügg a jó metabolikus alkalmazkodási képessége a vizsgált daganatoknak a rossz 





Ez az expressziós mintázat, amelyben a vizsgált markerek közül a p-S6 magas H-
score mellett legalább két további enzim magas H-score értékelést kapott, a négy másik 
vizsgált közül (LDHA, GLS, FASN vagy CPT1A), még jó prognózisú HR+ szubtípusok 
esetében is felhívhatja a figyelmet a várható rossz prognózisra, a szorosabb utánkövetésre 
(30. ábra). Illetve biztató kilátásokat jelenthet olyan TN emlőcarcinomás betegek 
esetében, ahol az előbbi vizsgált paraméterekkel meghatározott magas metabolikus 
alkalmazkodó képesség tumorsejtekben nem jelenik meg (30. ábra).  
 
 
29. ábra. A magas metabolikus plaszticitás erős pozitív tendenciát mutatott az 
emlődaganatos betegek rosszabb túlélésével. Kaplan-Meier analízissel zöld szín az 







30. ábra. Reprezentatív p-S6, Rictor, LDHA, GLS, CPT1A és FASN immunreakciók 
két emlőcarcinoma esetben. A felső 2 sorban egy magas metabolikus és mTOR 
aktivitású LumB típusú daganattal (a GLS kivételével) a beteg túlélése csak 38 hónap 
volt megfelelő kezelés mellett. Míg a másik, TN esetben (alsó 2 sorban) az alacsony H-
score értékek hosszú 189 hónapos túléléssel (OS) társultak standard kezelés mellett. 







A KM-plotter adatbázis emlőcarcinomás betegek összegyűjtött mRNS 
expressziós, túlélési és egyéb klinikai adatait és ezek elemzésének lehetőségét 
felhasználva elvégeztük a vizsgált fehérjékhez kapcsolható gének mRNS expressziós 
adatainak prognosztikai szempontú analízisét is. Hasonló összefüggéseket találtunk 
LumA típusú emlőcarcinomás betegek adatainak elemzését követően: a magasabb S6, 
LDHA és CPT1A, illetve alacsonyabb FASN és GLS mRNS expresszió a rosszabb 
prognózisú betegek esetében volt jellemző (4. táblázat). Ez alátámasztja a saját in situ 
fehérje expressziós és mintázat értékelésünk alapján kapott eredményeket (4. táblázat). 
A Rictor és az mTOR mRNS-ek esetében eltéréseket mutatott a KM-plotter elemzésünk 
és a fehérje mintázatok IHC elemzései alapján kapott eredményünk. A Rictor és mTOR 
fehérjéknek a funkciói nemcsak mennyiségüktől, hanem egyrészt módosulásaiktól 
(többféle foszfoprotein - pl. mTOR foszforilációk aktivitásszabályozó hatásai), másrészt 
sejten belüli elhelyezkedésüktől vagy mTOR komplex partnereiktől is jelentősen 
függenek, ami magyarázatot adhat a különbségekre. Ezentúl az utóbbi két fehérje 
expressziós és aktivitás különbségeinek szerepe más tumorok esetében is inkább a magas 
mTOR aktivitás és az mTORC2 komplex (Rictor) jelenlétének rossz prognózisban 
játszott szerepére hívják fel a figyelmet. 
 
4. táblázat. KM-plotter metaanalízis eredménye mRNS expresszió és klinikai adatok 






További statisztikai elemzéseket végeztünk az adott vizsgált tényezők rizikó 
becslő értékének meghatározása érdekében. COX regresszió és multivariancia analízis 
(amelyben figyelembe vettük az életkort, szubtípust, HR státuszt, grade-et és stádiumot) 
szerint magas p-S6 H-score és az általunk meghatározni javasolt jó metabolikus 
alkalmazkodó képesség alkalmasak lehetnek rizikó meghatározásra (p-S6 – RR=2.528; 
95% CI 1.278 to 5.00; p=0.008, metabolikus plaszticitás score – RR=2.48; 95% CI 1.021 
to 6.021; p=0.045). Más általunk vizsgált IHC markerek ilyen szerepét a vizsgált 
betegszám mellett nem tudtuk igazolni. Ennek eldöntéséhez és a másik két faktor 
potenciális jelentőségének igazolásához nagyobb esetszámú, multiparametrikus 
vizsgálatokat igényelne. 
 
4.2.4 Az mTOR gátló kezelések hatásának vizsgálata doxorubicinnel és doxycycline-
nel kombinációban in vitro és in vivo 
 
A gliomák esetében rendkívül hatásosnak talált rapamycin és doxycycline 
kezeléseket a a ZR75.1 LumB humán emlőtumor sejtekkel in vitro és in vivo is tudtuk 
tanulmányozni. Nemcsak a RAPA és DOXY kezeléseket, hanem a doxorubicin 
(emlőcarcinomák esetében alkalmazható kemoterápia) kezeléseket és ezek kombinációit, 
hatásosságukat is vizsgáltuk. Eredményeink szerint a vizsgált három kombináció 
(Rapa+Doxy, Rapa+Doxo, Doxo+Doxy) szignifikánsan jobban csökkentette a sejtek 
proliferációját in vitro, mint a monoterápiák. In vivo hasonló eredményességet 
tapasztaltunk, a tumorok méretét és végleges tömegét is szignifikánsan csökkentették a 
kombinációs kezelések (31. ábra). In vivo leghatásosabbnak a Rapa+Doxy kezelés 
bizonyult, ami tudomásunk szerint az első in vivo eredmény a rapamycin és a doxycycline 





31. ábra. Rapamycin, Doxycycline, Doxorubicin és ezek kombinációinak in vitro és 
in vivo hatása humán emlődaganat modellben. a. ZR75.1 sejtek végzett rapamycin 
(Rapa 50 ng/ml), doxorubicin (doxo 50 ng/ml), doxycycline (Doxy 10 µM) hatásainak 
proliferáció gátló hatása (72h) Alamar Blue és SRB tesztek eredményei alapján. b. 
ZR75.1 xenograft tumorok tumornövekedésének változása 3 hetes rapamune- (1 mg/mL, 
per os 3 mg/kg testtömeg), doxorubicin- (2mg/mL, i.p. 2mg/kg testtömeg) és 
doxycycline-monoterápiás (200mg/kg testtömeg), valamint rapamune+doxorubicin és 
rapamune+doxycycline kombinációs kezelés mellett (heti háromszor). A tumortérfogatot 
az alábbiak szerint számoltuk: п/6 × (2 × kisebb  (tumorátmérő + nagyobb átmérő)/3)3, a 
grafikon mellett a kezelés végén mért tumortömegeket is megadtuk. A szignifikans 






Napjaink tumorbiológiai és klinikai vizsgálatai egyre növekvő érdeklődést mutatnak 
a tumorsejtek metabolikus tulajdonságai – ezenbelül az in vivo szöveti heterogenitás és 
az metabolikus plaszticitás (sejtek metabolikus adaptációs képessége) jellemzése iránt 
(266). A közelmúltban megjelent transzkriptomikai és metabolomikai elemzések 
eredményei arra utalnak, hogy egy igen összetett metabolikus változás is felmerül a 
tumorokban. A jól ismert glikolitikus és OXPHOS fenotípusok mellett további ún. hibrid 
(Warburg+OXPHOS; W/O) és metabolikusan inaktív állapotok is kialakulhatnak az 
egyes sejtekben vagy adott tumorokban. Az eddigi eredmények azonban elsősorban 
szöveti homogenizátumokból (adatbázis eredmények) és/vagy sejtes kísérletekből 
származnak, a patomorfológiai IHC-vizsgálatokat ritkán végeznek el (57, 267). 
Az anyagcsere-jellemzés fontosságát mutatják a bemutatott in situ szöveti szintű 
vizsgálataink és a kapcsolódó sejtvonal kísérleteink eredményei is. Munkánk során 
megvizsgáltuk a két tumor típust, a gliomákat és emlődaganatokat reprezentáló 
sejtvonalak metabolikus adaptációval kapcsolatos mTOR aktivitás és enzim expressziós 
profilját - mint modellrendszereket –, és többféle gátlószer hatásait (mTOR , glikolízis, 
glutaminolízis és lipid-metabolizmus - lipid-oxidáció és szintézis gátlók) is. 
Párhuzamosan a jellegzetes érzékenység különbségek és a jelenlegi terápiás eredmények 
hátterében az előbbi folyamatokat betegek szövetmintáin végzett in situ vizsgálataink 
eredményeivel is összevetettük, hogy alátámasszuk a metabolikus heterogenitás 
jelentőségét és bemutassuk a metabolikus gátló kombinációs kezeléseknek potenciális 
onkoterápiás felhasználását. 
  
5.1 Humán glioma szövetek és sejtvonalak mTOR aktivitása és metabolikus 
jellegzetességei, mint lehetséges terápiás célpontok 
 
 A jelenlegi standard kezelések (műtét, radio- és sugárterápia) eredményeit és az 
új terápiák bevezetésének sikerét számos tényező befolyásolhatja gliobasztómás betegek 
esetében. Ilyenek, a tumor speciális lokalizációja (vér-agy gát megakadályozza egyes 
gátlószerek eljutását a tumor környezetébe; műtéti kockázatok és a sugárterápia 
életminőséget jelentősen korlátozó roncsoló hatásai), a daganatok genetikai és szöveti 




Előbbiek korlátozó hatásai hozzájárulhatnak az agydaganatok kiújúlásához és a jól ismert 
kedvezőtlen terápiás eredményekhez. A műtéti beavatkozás és terápiás kezelés mellett 
újra megjelenő daganatokért gyakran a dormant-, vagy daganat őssejteket teszik felelőssé. 
A legújabb ismereteink alapján ezeknek a sejteknek a proliferáló daganatsejtektől eltérő 
metabolikus aktivitásuk lehet és ez is hozzájárulhat a terápiás kezelések vagy akár a 
célzott kezelések hatásától független túlélésükhöz, terápia rezisztenciájukhoz (270). 
Napjainkban a gliomák kezelésének fejlesztésében egyrészt a kezelőszerek 
célbajuttatásának javítása, másrészt az angiogenezis gátlók, vagy az EGFR mellett a 
PI3K/Akt/mTOR jelátviteli útvonal gátlók alkalmazása, illetve számos alternatív terápiás 
lehetőség (fotodinamikus, hipertermiás kezelés és immunterápiás kezelések) szerepel 
(268, 271). Minden eddigi próbálkozás azonban gyakorlatilag sikertelen és nem javította 
lényegesen sem a túlélését sem az életminőségét a betegeknek. A tumorsejtek 
alkalmazkodásának egyik, még kevésbé feltárt és a gliomák esetében is kevéssé jellemzett 
eleme a tumor növekedése és a kezelések mellett a daganatsejtek, így a glioma sejtek 
anyagcsere változásainak megismerése. A tumorsejtek metabolikus plaszticitásának, a 
mikrokörnyezeti kapcsolatainak, illetve ezek terápia közben bekövetkező változásainak 
megismerése, és ennek az alkalmazkodásnak a gátlása még egy eddig nem kihasznált 
eszköz lehet a jövőben (272). Az új fejlesztésekhez azonban pontosabb ismeretekre, a 
tumorok in situ vizsgálatára, metabolikus jellemzésére, még több molekuláris adatra 
lenne szükség. A jelenlegi gátlószerekkel szembeni rezisztencia kialakulásának 
mechanizmusáról és az ennek a hátterében álló metabolikus tulajdonságokról, anyagcsere 
útvonalak átrendeződéséről, ezek szerepéről a tumor evolúciójában pedig még nincs sok 
adatunk. A daganatbiológiai kutatások fontos új területe a metabolikus átprogramozás - 
redox homeosztázis fenntartása, energia és építőelemek biztosítása a proliferációhoz, 
vagy nyugvó állapot bioenergetikai hátterének biztosítása - és a rezisztencia 
mechanizmusok kapcsolatának megismerése (3). 
In situ vizsgálatainkban különböző mTOR és metabolikus fehérjék expresszióját 
jellemeztük. Mi is megfigyeltük a glioma szövetek intra- és intertumorális 
heterogenitását, a normál szövethez képest magasabb mTOR aktivitását és ezzel 
párhuzamosan bizonyos metabolikus enzimek mennyiségének változásait gliomákban, 





Az IDH mutáns esetekben általunk is kimutatott glutamináz expresszió 
fokozódása nem ismeretlen, ez a glutamin hasznosítására és ennek IDH mutáns 
gliomákban kitüntetett szerepére utal. Korábbi vizsgálatainkban mi is igazoltuk, hogy az 
IDH mutáns gliomák mTOR aktivitásfüggő 2-HG onkometabolit termelésének forrása a 
glutamin és ennek gátlása kiemelt jelentőségű is lehet ezekben az esetekben (273). 
A CPT1A expressziójának fokozódását és potenciális jelentőségét már mások is 
megerősítették (274). Több esetben vizsgálták a lipid anyagcsere mellett a glutaminolízist 
és glikolízist (275), illetve ezek mértékének mTOR aktivitástól való függését, amit 
munkacsoportunk is vizsgált glioma sejtvonalakban (276). Saját in vitro vizsgálataink is 
megerősítették, hogy akár egyszerre több metabolikus adapatációs útvonal magas 
aktivitását jellemző fehérje expressziós mintázat egy sejtvonalban összefügghet a 
temozolomide rezisztenciával vagy csökkent rapamycin érzékenységgel. Temozolomide 
és rapamycin monoterápiás kezeléseket követően a sejtek metabolikus 
alkalmazkodásának jeleként a glikolitikus, OXPHOS és lipid anyagcsere enzimek 
expressziója egyaránt megváltozhat. Hasonló, jellegzetes OXPHOS eltolódásról 
számoltak be temozolomide és radioterápiás rezisztencia vizsgálatok közben más 
munkacsoportok is gliomákban (277-279).  
Munkánkban CPT1A, ACSS2 mennyiségi növekedését és a FASN csökkenését 
figyeltük meg sejtvonal függően, ami az adott sejtek alkalmazkodásában a lipid 
anyagcsere változására és acetát források intracraniális hasznosítására hívják fel a 
figyelmet. Ezek az eredményeink alátámasztják mások megfigyeléseit, amelyek 
rámutatnak az acetát és lipidek hasznosításának potenciális szerepére a glioma sejtek 
túlélésében, terápia rezisztenciájában (280). Ez összefügghet azzal az irodalmi adattal is, 
ami glükóz megvonás esetén AMPK aktivációt és az autofágia aktiválása mellett fokozott 
acetát hasznosítást írt le glioma sejtekben (281). Az általunk szöveti szinten megfigyelt 
CPT1A, FASN és ACCS2 expresszió különbségek előbbiekkel összefüggésben arra 
utalnak, hogy az acetát és lipid anyagcsere szerepet játszik a terápiarezisztencia 
kialakulásában ebben a daganattípusban. A CPT1A fehérje fontos egyik 
sebességmeghatározó enzime a zsírsav oxidációnak is, gátlása etomoxirral lelassította a 
glioma tumornövekedését xenograft modellben (272, 282).  
In vitro proliferációs vizsgálatainkban metabolikus gátlószereket használtunk, 




párhuzamosan ezekben az esetekben a Rictor expresszió emelkedett a különféle kezelések 
után (TMZ, Doxy, Etom, BPTES), aminek szerepe lehet az anyagcsere-változások 
irányításában és a terápia rezisztencia kialakulásában. Ezek alapján az mTORC2-nek 
fontos szerepét erősíthetjük meg a metabolikus eltolódásban. Pl. kimutatott fokozott 
AMPK expresszió és az autofágia aktiváció a rezisztencia mechanizmusokban arra 
utalhat, hogy a metabolikus gátlókat érdemes lenne dual-mTOR inhibitorokkal 
kombinálni. Az mTORC1 és C2 komplex-ek esetében egyre több adat támasztja alá, hogy 
szerepük lehet a fenti metabolikus folyamatok szabályozásában (283, 284). 
Számos tanulmányban sugallják, hogy a tumorok bioenergetikai változásai a 
sejten belül további dinamikus változásokat okoznak (285), így adott folyamatok 
kombinált gátlása áttörheti a rezisztencia mechanizmusokat. Ezek és más, különböző 
támadáspontú metabolikus gátlószerek akár metabolikus katasztrófát is előidézhetnek a 
high grade glioma sejtekben. A temozolomide kezelés pl. autofágia inhibitorral 
kombinációban mutatott jelentős in vitro glioma növekedés gátló hatásokat (286, 287). 
Több tanulmány van az autofágia gátlók kombinált alkalmazásának eredményeiről, pl. 
célzott kináz inhibitorokkal is gliomákkal kapcsolatban (288). Ezekkel az eredményekkel 
összefüggésben leírták, hogy high grade gliomák magas LC3 expresszióval rendelkeznek, 
ami támogatja a túlélésüket (289), ez megerősíti az in vitro eredmények in vivo 
jelentőségét. Fontos azonban a daganatok kialakulásában és progressziójában az 
autofágia vitatott szerepére is felhívni a figyelmet, ami még összetettebb lehet in vivo 
vizsgálatok esetében (290). Kísérleteinkben kimutattuk az autofágiát gátló chloroquine 
érzékenységet a vizsgált sejtekben, és ennek sejtvonal függő szinergista hatásait is 
megfigyeltük egyes kombinációkban más gátlószerekkel (Rapa+Chl és Chl+Etom). Az 
etomoxir kombinációs hatásai azonban csak egy sejtvonalban voltak jelentősebbek. 
További érdekes megfigyelésünk a mitokondriális OXHPOS eltolódás több 
mono- vagy kombinált kezelést követően (pl. Rapa és Chl, vagy Rapa+Chl), amelyekre 
az Alamar Blue és SRB tesztek eredmény különbségei is felhívták a figyelmet. Ezt az 
OXPHOS-ra való metabolikus váltást többféle kezeléssel lehet gátolni, pl. Gboxin-nal, 
vagy más mitokondriális funkciókat gátló kezelésekkel, akár bizonyos antibiotikumokkal 
is (tigecycline, doxycycline). Utóbbi antibiotikumok felhasználási lehetőségeit már 
szintén tesztelik (100, 109). A doxycycline kezelés hatásait még 2007-ben Wang-Gillam 




μg/ml) ugyan csak alacsony proliferáció gátló hatást mutatott, de MMP2 expresszió gátló 
hatást is megfigyeltek (291). Ez vizsgálataik szerint potenciális migráció gátló lehetőség 
és ezt a hatást a doxycycline esetében egy másik munkacsoport is valószínűsítette TSC2 
mutáns sejtekben (292). A doxycycline és más antibiotikumok tumorellenes hatását több 
csoport is intenzíven vizsgálja, sőt tumor őssejtekre gyakorolt hatását is kimutatták már 
(293). Egy munkacsoport a doxycycline-t in vitro és in vivo is tesztelte glioma 
modellekben, ahol A172 astrocytoma sejtekben nagyon hatékony tumornövekedés 
gátlónak bizonyult (294). Munkámban alkalmazva önmagában doxycycline-t, a BPTES-
hez (glutaminolízis gátló) hasonlóan nem tapasztaltunk jelentős poliferáció gátló hatást. 
Ennek hátterében a mitokondirális folyamatok gátlásakor megjelenő glikolitikus 
kompenzáció lehet, amire a sejtek LDHA expressziója és a tápfolyadékban korlátlanul 
elérhető glükóz lehetőséget teremt (295). Jelentősége van azonban ezeknek a 
kezeléseknek, mert a doxycycline a rapamycinhez hasonlóan temozolomide-ra 
szenzitizálta a glioma sejteket. 
Legérdekesebb eredményünk, hogy a doxycycline fokozta a rapamycin anti-
proliferációs hatását az összes vizsgált glioma sejtvonalban. Összességében ez a 
kombináció a külöböző kombinációs kezelések között várható mellékhatás profilja 
alapján is jól tolerálható lehet, így hasonló hatékonyság mellett óriási lehet a 
rapamycin+doxycycline kombináció jelentősége. A vizsgált hármas kombinációs 
kezelések közül sejtvonal függően egy-egy sejtvonal esetében kaptunk csak jelentősebb 
hatásfokozódást. Így figyelembevéve a mellékhatások fokozódását is a legjobb 
kombinációknak a különböző rapamycin kombinációk (TMZ/Doxy/Etom/Chl) tűnnek, 
kivéve a Rapa+BPTES-t. Mindezek alapján a rapamycin jól ismert metabolikus gátló 
hatásai (gátolhatja a glikolízis, glutaminolízist és számos kináz aktivitást, ami egyéb 
sejtfolyamatokhoz kapcsolódik) miatt ideális bázisa lehet egy jövőbeni metabolikus gátló 
kezelésnek más gátlókkal kiegészítve, amennyiben a mellékhatásokat a betegek tolerálni, 
a klinikusok menedzselni képesek. 
Eredményeink arra utalnak, hogy érdemes megfontolni metabolikus gátlószerek 
alkalmazását a gliomás betegek terápiában. Önmagukban a hagyományos kemoterápiás 
szerek és az mTOR gátlók nem hozták meg a várt eredményeket, ezek oka lehet a 
szövetek heterogenitása, a metabolikus plaszticitás és a terápia közben a celluláris 




sejtek állapota összefügghet a Warburg/OXPHOS fenotípusos eltolódással, a 
mitokondriális folyamatok felerősödésével, amit glioma sejtekben eredményeink is 
alátámasztanak. 
A megváltozott mitokondriális funkciók gátlását, a kemoterápiára való 
érzékenység növelését gliomák esetében korábban az ETC komplex I-et is gátló 
metformin, illetve phenformin adásával sikerült elérni (296). Ezek a nem daganatellenes 
gyógyszerek több daganat típusban is ígéretesnek bizonyultak, illetve gliomákban in vitro 
és in vivo modellekben is tesztelték sikeresen (297). Eredményeink alapján azonban nem 
csak ezeknek a nem daganatellenes készítményeknek kell további figyelmet szentelni. A 
doxycycline felhasználásának története a fertőzésekben hosszú és biztonságos, 
bizonyítottan áthatol a vér-agy gáton is (298), eredményeink szerint pedig potenciálisan 
hatékony a glioblasztóma kezelési kombinációkban, ahol a jelenlegi terápiában csak 
kevés szer elérhető.  
A vizsgált glioma sejtvonalakban az eredeti metabolikus fenotípus és a 
kezelésekre bekövetkezett metabolikus változások nem mutattak egyértelmű 
összefüggést a metabolikus változásokban. A fenotípusos változásokhoz kapcsolódó 
kezelésekre adott válaszok értelmezéséhez és az adaptációs mehcanizmusok feltárásához 
természetesen további vizsgálatokat kell végezni. Azonban adataink azt sugallják, hogy 
a kimutatott metabolikus heterogenitás (a magas mTORC2 komplex aktivitás, a Rictor, 
p-Akt, p-S6, CPT1A és LDHA enzimek fokozott expressziója gliomák esetén), több 
enzime nagyon ígéretes kombinációs célpont lehet. A személyre szabott terápiákhoz még 
több vizsgálatra van szükség: karakterizálni kell a metabolikus folyamatokat nagy beteg 
populáción a betegség klinikai és terápiás adatainak függvényében, tanulmányozni kell 
az in vivo hatásait potenciális kombinációknak és sok új vagy már ismert metabolikus off-
target hatású gyógyszernek, amelyek mellékhatás profilja akár még kedvezőbb is lehet.  
 
5.2 Humán emlődaganatok mTOR és metabolikus aktivitás jellemzése és ennek 
jelentősége 
 
Munkánkban vizsgált 10 - a különböző emlő daganat szubtípusokat reprezentáló - 
sejtvonalban a legtöbb monoterápiás, metabolikus gátló kezelés (a glikolízis gátlók 




emlő carcinoma sejtek jelentős alkalmazkodóképességét és túlélési/növekedési 
potenciálját. A sejtek alkalmazkodó képességének alapját és szubtípus független 
karakterét a vizsgált mTOR aktivitás és metabolikus alkalmazkodás hátterében kimutatott 
útvonalak elérhetősége is alátámasztotta. A megfelelő enzimek jelentős expressziót 
mutattak a vizsgált sejtekben.  
Az in vitro használt glikolitikus inhibitor (3BP) intenzív hatása inkább a 
sejttenyészetek in vitro glükózfüggőségével korrelált, amely nem feltétlenül minden 
emlődaganat sejt in vivo tulajdonsága (pl. a PET-CT negatív esetek (299)). Az LDHA 
(Warburg-effektus) vagy az LDHB (reverz Warburg) enzimek expressziója egyéni 
különbségeket mutatott, ezek az egyik leginkább Warburg glikolízist jellemző markerek. 
Normoxiás sejttenyésztési körülmények között a sejtkultúra proliferációs aktivitásával 
párhuzamosan megfigyeltük az extracelluláris savasodást, annak ellenére jelenik meg ez 
a pszeudohipoxiás laktát termelés, hogy a sejtekben az LDHA és B expresszió alapján 
laktát felhasználás és termelési mechanizmus is rendelkezésre áll a sejt energia 
szükségleteinek kielégtéséhez. Általános megfigyelés, hogy a növekvő mennyiségű laktát 
és savasodás a legtöbb sejttenyészetben, beleértve a vizsgált emlő carcinomákat is az 
intenzív proliferáció jele. Ezek az eredmények megerősítik a Warburg-effektus már 
ismert bioenergetikai hozzájárulását a daganatok növekedési potenciáljához, amelyet 
számos emlődaganatokkal kapcsolatos közleményben a rossz prognózissal, a rosszabb 
prognózisú szubtípusokkal hoznak összefüggésbe (300, 301). IHC-eredményeink - az 
alacsonyabb esetszám ellenére – is rávilágíthatnak a Warburg-effektus prognosztikai 
jelentőségére, a magasabb LDHA H-score összefüggést mutatott HR státusszal és a 
szubtípuseloszlással, de a teljes vizsgált beteg anyagban is összefüggést mutatott a magas 
LDHA H-score a rossz prognózissal és rövidebb túléléssel (96 hónapos követés időszak 
DMSF-ben és OS-ben). Az elmúlt évtizedben a Warburg-effektus gátlása és/vagy a 
glikolízis - ideértve a monokarboxilát-transzportereket is - a tumorokkal kapcsolatos 
tanulmányok középpontjában állt. A várt siker azonban elmaradt (néhány vizsgálat 
kivételével) a vizsgált szerek hatástalansága (metabolikus alkalmazkodási mechanizmus) 
vagy mellékhatás/toxicitása miatt (302). 
A célzott mTOR-gátló terápiák hatásai sokfélék lehetnek, daganatellenes 
tulajdonságait már egyes emlődaganatok kezelésében is kihasználják, bár a 




kombinációk részeként vezették be az előrehaladott esetekben; és a jelenleg elérhető 
fáziskísérletek eredményei felhívják a figyelmet az mTOR-gátlók esetleges hatékony 
alkalmazására más altípusokban is, mint például HER2+ vagy TN emlődaganatok (303, 
304). Bizonyos ellentmondások találhatók az mTOR, p-mTOR és más mTOR aktivitási 
markerek értékelésében és prognosztikai jelentőségében, a különféle munkákban (305, 
306). In situ megállapításaink összhangban vannak azzal a megfigyeléssel, hogy 
korreláció van a magas mTORC1 aktivitás (p-S6) és a rosszabb prognózis, a rövidebb 
túlélés között. A p-S6 magas expressziója független kockázati tényező lehet 
emlődaganatokban, ez a megfigyelés rávilágíthat az mTORC1 hiperaktivitás fontosságára 
minden altípusban. Az in vitro kezelési eredményeink és az általánosan magas Rictor 
expresszió a sejtvonalakban, a normál és a rosszindulatú emlőszövetekben is arra utalnak, 
hogy megfontolandó az mTORC2 aktivitás gátlás jelentősége, az mTORC1/C2 gátlók 
vagy dual-inhibitorok bevezetése az emlő carcinomák terápiájába. Ezek tesztelését már 
elkezdték a legkülönbözőbb daganatokban és már folyamatban vannak a fáziskísérletek. 
A mellékhatások azonban itt is gyakoriak, viszont kezelhetők lehetnek; és a végső 
eredmények ígéretesnek tűnnek (307-309). Ezek a tanulmányok jó (még jobb) 
biomarkerek kiválasztását és a jelenleg elérhető kombinált terápiák kidolgozását 
javasolják. Figyelembe véve a rapalógok különféle metabolikus hatásait, illetve 
potenciális szerepét az mTOR komplexek hatásain keresztül az adaptációban/rezisztencia 
mechanizmusokban, érdemes más metabolikus inhibitorok mTOR inhibitor 
kombinációját a tumornövekedésgátlásban tesztelni. Ezen kívül fontos az mTORC1/C2 
komplex aktivitásának vizsgálatát és célpontként validálását a terápia előtt elvégezni. 
A rosszindulatú daganatok (például gliomák és hepatocelluláris carcinomák) más 
kísérleti eredményei is azt mutatják, hogy az OXPHOS/mitokondriális biogenezis vagy 
glikolitikus gátlóknak fokozott daganatellenes hatása van rapalógokkal kombinációban 
(259, 310). További lehetőségek lehetnek az autofágia, a lipid-oxidáció/-szintézis vagy 
más OXPHOS-gátlók tesztelése a legújabb célzott terápiák kombinálásával. Ezeket a 
lehetőségeket sikeresen tesztelték más rosszindulatú daganatokban is (99, 311, 312). 
Ennek és a sejtek metabolikus állapotának jelentőségét a legtöbb epidemológiai vizsgálat 
is alátámasztja az emlődaganatok esetében, pl. a metformin kezelés csökkenti, míg az 




Célzott terápiában a glutaminolízist és a lipid anyagcserét, mint potenciális célpontot 
is figyelembe kell venni, ezek az anyagcsere útvonalak is alternatív szubsztrát, energia 
hozzáférést biztosíthatnak a sejteknek. A glutamin kétirányú bioenergetikai 
felhasználásának folyamata (oxidáció vagy reduktív karboxiláció) hozzájárul a magas 
alkalmazkodási képességhez, amelyet számos rosszindulatú daganatban leírtak (315-
317). A glutamint glutamáttá átalakító enzimek, a glutaminázok (GLS, GLS2 izotípusok 
és izoformáik) fontos szabályozó szerepet játszhatnak a metabolikus adaptációban (317). 
A GLS izoformák szabályozási szerepe eltérő lehet, és expressziós mintázatuk is sejttípus 
függő, így tumortípus függő is lehet. Az kisebb molekulatömegű CAG izoformához 
kapcsolódó funkciók az irodalom alapján tumorigenikus potenciállal bírnak, de a másik 
izoforma nem (318). Vizsgálatainkban, a legtöbb esetben a fokozott GLS fehérje 
expressziót detektáltuk, de in situ nem tudtuk megkülönböztetni az izoformákat (ilyen 
antitest nem állt rendelkezésünkre). Megállapításunk, miszerint a magas GLS H-score 
inverz korrelációt mutat a vizsgált betegek prognózisával, ezért többféleképpen is 
értelmezhető, mert a vizsgálatban nem tudtuk elkülöníteni az izoformákat, így ez a másik 
izoforma fokozott expresszióját is jelentheti. Így saját és mások által megfigyelt in situ 
magas GLS expresszió nem biztos, hogy ellentmond az in vitro tapasztalt GLS gátlók 
alacsony hatékonyságának. A glutamin forrású TCA-ciklus feltöltést vagy az acetil-KoA 
(Ac-KoA) előállítását számos, gyorsan reaktiválódó útvonal segítheti elő sejttípustól és 
szöveti környezettől függően, különösen a tumorsejtekben (319). Ezek egyike a lipid 
anyagcsere; mind a lipolitikus, mind a liposzintetikus enzimek jelen vannak az in vitro 
jól proliferáló emlő carcinoma sejtvonalakban. Megállapításaink, IHC vizsgálataink 
alapján ez a tulajdonság az in situ növekvő emlő daganatsejtekre is jellemző altípustól 
függetlenül. A CPT1A és a FASN jelentős mennyisége megfigyelhető volt a sejtek 
metabolikus alkalmazkodásának jeleként a vizsgált humán esetek többségében is. A lipid 
metabolizmus adaptációs mechanizmusainak fontosságával lehet összefüggésben, hogy 
az esetek 2/3-ban egyidejűleg mutattuk ki a CPT1A és FASN fehérjék nagy mennnyiségét 
ugyanazokban a sejtekben, ugyanazon tumor területeken (mintázat egyezés). A CPT1A 
relatív magasabb H-score értéke és a FASN relatív alacsonyabb H-score értéke 
összefüggött az esetek rosszabb túlélésével (Kaplan-Meier-görbék), rosszabb 
prognózisával. A hosszú láncú zsírsavak potenciálisan magas mitokondriális transzferje 




eredményeink alapján előre jelezheti a rosszabb prognózist. Előbbivel összefüggenek 
azok a lipid anyagcsere változások, amelyek szerint a sejtek akár külső forrásból igénybe 
vehető zsírsav felvétele korrellál rezisztencia mechanizmusokkal. Lapatinib-rezisztens 
sejtekben emelkedett a CD36 (FA transzporter) expressziót és fokozott exogén FA 
felvételt, felhasználást írtak le (320). Ez, adatainkhoz hasonlóan kiemeli a lipid-
anyagcsere változásainak fontos szerepét emlődaganatok progressziójában. 
Egy-egy anyagcsere mechanizmus gátlása önmagában szinte biztos nem elég 
hatékony (kivétel, ha valamilyen genetikai vagy egyéb okból attól kizárólagosan függ az 
adott tumorsejt), ezek kombinációja azonban egymással vagy más célzott terápiákkal 
eredményesebbé tehetik a jövőbeni kezeléseket. Például a rapamycin szinergizálhat 
FASN-gátlókkal, citotoxikus hatásúak lehetnek ER/HER+ emlő carcinoma sejtekben 
(321). Vagy, ahogy saját vizsgálataink mutatják a rapamacin+doxycycline kezelés 
hatékonyan gátolja a tumornövekedést a ZR75.1 HER2+ sejtekben nemcsak in vitro, 
hanem in vivo is, ami megerősíti a gliomák esetében tapasztaltakat, amely szerint többféle 
metabolikus útvonal gátlása rendkívül hatásos lehet. A daganat őssejt, mint kiújúló 
daganat potenciális forrása elképzelés ezen sejtek fontos tulajdonságának tartják a lipid-
oxidáció és a szintézis közötti váltást, ami így potenciális terápiás célpont lehet (64, 322). 
Új lehetőség az OXPHOS mechanizmusok gátlásának megfontolása a dormant (nyugvó), 
őssejt-szerű, kemorezisztens sejtek támadása esetében. A legújabb eredmények és teoriák 
szerint metabolikusan plasztikus tumorsejtek, nevezzük őket nyugvó tumorsejteknek, 
epitheliális-mesenchymális transzformációra képes vagy daganat őssejteket, több 
adaptációs mechanizmust hordoznak, de ezeket támadva ezek lehetnek a daganatok 
„Achilles sarkai” (323, 324). 
Új eredményeink hangsúlyozzák, hogy a metabolikus plaszticitás, a metabolikus 
hibrid fenotípusok jelenléte kulcsszerepet játszik a terápia rezisztencia kialakításában (83, 
325). Munkánk újdonsága, hogy több anyagcsere folyamatot és a szövetek ezekkel 
összefüggő heterogenitását vizsgáltuk egyszerre. Eredményeink szerint a multiplex 
metabolikus átrarendeződés képessége mTOR hiperaktivitás mellett emlődaganatokban 
szubtípus függetlenül rossz prognosztikai jel. Előbbi mechanizmusok feltérképezése után 
talán lesz esély egyénre szabott hatékonyabb terápiák tervezésére a jelenleg még rossz 





Megállapításaink, amelyek szerint az mTOR aktivitás vagy más metabolikus 
tényezők jellemzése segíthet a tumoros betegségek, így a nagyon rossz prognózisú 
glioblastomák és a rossz prognózisú emlődaganatok progressziójának előrejelzésében, 
hangsúlyozzák a munkában is érintett metabolikus átrendeződési mechanizmusok 
fontosságát. Előbbiek mellett eredményeink felvetik potenciális metabolikus gátlószer 








I. Humán glioma szövetek és sejtvonalak mTOR aktivitásával és metabolikus 
jellegzetességeivel kapcsolatos eredmények 
1. Jellemezve a humán gliomák mTOR aktivitását a normál agyszövet alacsonyabb 
mTOR aktivitásához képest a gliomák jelenlegi kezelése melletti rosszabb 
progresszióval összefüggő mTORC1 és mTORC2 komplex aktivitás emelkedést 
figyeltünk meg. IDH mutáns gliomákban mérsékelten emelkedett, míg az IDH 
vad típusú gliomákban jelentősen fokozott mTOR aktivitást írtunk le. 
2. Az mTOR aktivitásokkal párhuzamosan a CPT1A és ACCSS2 fehérjék szöveti 
mennyisége is emelkedett a gliomákban, előbbiek mellett az IDH vad típusú 
szövetekben jelentős általános metabolikus enzim expresszió emelkedést 
tapasztaltunk. Ezek az eredmények a high grade gliomák nagyfokú bioenergetikai 
alkalmazkodó képességére és a glükóz mellett egyéb tápanyaghasznosítási 
útvonalak jelentőségére hívják fel a figyelmet. 
3. A glioma sejtvonalak monoterápiás temozolomide, mTOR inhibitor és egyéb 
metabolikus gátlószer kezelésekben megfigyelt alacsony érzékenysége összefügg 
az in vitro kezelések eredményeként kimutatható metabolikus enzim expresszió 
változásokkal (metabolikus plaszticitás) és az mTOR komplexek közötti aktivitás 
átrendezésekkel, mTORC2 irányú aktivitás eltolódással.  
4. Egyszerre több gátlószer, anti-metabolikus kezelés kombinációk, az előbbi 
metabolikus átrendeződéseket meggátolva jelentősen fokozzák a 
tumornövekedést gátló hatásokat glioma sejtvonalakban. A 
temozolomide+rapamycin mellett más rapamycin+antimetabolikus gátlószer 
kombinációk (pl. rapamycin+doxycycline vagy rapamycin+chloroquine 
kezelések) komplex additív, szinergista hatásai jelentősen növelik a 








II. Különböző szubtípusú emlődaganat sejtvonalak és humán biopsziás minták mTOR 
és metabolikus jellemzésével kapcsolatos eredmények 
 
1. A vizsgált emlődaganat sejtvonalakat egyedi, szubtípustól független mTOR aktivitás 
és metabolikus enzim expresszió és ezzel összefüggő in vitro inhibitor érzékenység 
különbségek jellemzik 
2. A vizsgált sejtvonalak metabolikus enzim expressziós profilja és intracelluláris 
metabolit koncentrációi alapján a Warburg fenotípus jobb prognózisú szubtípusokban 
is lehet jellemző, nemcsak a tripla negatív szubtípusban. 
3. In vitro vizsgálataink alapján kiválasztott 6 IHC festés (p-S6, Rictor, GLS, LDHA, 
CPT1A, FASN) segítségével az emlődaganatok mTOR aktivitása és metabolikus 
plaszticitása alapján: 
a. A magas mTOR aktivitással összefüggő magas p-S6 H-score érték szubtípustól 
független összefüggést mutat a betegek rövidebb metasztázis mentes és hosszútávú 
túlélésével. 
b. A Warburg glikolízissel összefüggő magasabb LDHA expresszió jellegzetesebb a HR- 
szubtípusokban. 
c. Az emlődaganatos betegek túlélési adatainak elemzése alapján a magas CPT1A 
expresszió a rosszabb, míg a magas FASN expresszió a jobb prognózissal függ össze 
d. A jellemzésünk segítségével kialakított magas metabolikus plaszticitás (magas mTOR 
aktivitás mellett legalább két másik vizsgált metabolikus enzim fokozott termelése a 
tumorszövetben) értékelés és a rosszabb túlélés között összefüggést mutattunk ki. A 
vizsgált 6 festés együttes értékelése segítheti a szubtípus alapján jó prognózisú HR+ 
emlő daganatok esetében a szorosabb követést igénylő betegek meghatározását vagy 







A szöveti heterogenitás és a tumorban a mikrokörnyezet, vagy kezelés hatására 
bekövetkező változások fontos tényezői a daganatos progressziónak. A 
tumornövekedésben nélkülözhetetlenek a proliferációt, túlélést biztosító folyamatok 
bioenergetikai hátterének biztosításához szükséges metabolikus változások. A terápia 
során megjelenő rezisztenciamechanizmusok megértéséhez a tumorheterogenitás 
genetikai jellegzetességeinek vizsgálata mellett a daganatok anyagcsere változásainak 
megismerése is szükséges. 
Munkámban humán glioma és emlődaganat sejtvonalak metabolikus tulajdonságait 
és inhibitor érzékenységét tanulmányoztuk. mTOR és metabolikus gátlószerek, illetve 
kombinációik tumornövekedés gátló hatásait teszteltük in vitro és xenograft modellekben 
is. Az mTOR és anyagcsere aktivitással kapcsolatos fehérjék mennyiségét, változásait 
Western blot/WES Simple vizsgálatokkal határoztuk meg. Humán biopsziás mintákban 
metabolikus és mTOR aktivitással összefüggő fehérjék immunhisztokémiai kimutatását 
értékelve vizsgáltuk az expressziós változások klinikai, prognosztikai jelentőségét. 
A gliomákban a rosszabb prognózisú esetek magasabb mTOR, mTORC2 aktivitását 
figyeltük meg. Az mTOR aktivitásokkal párhuzamosan a CPT1A és ACSS2 fehérjék 
szöveti mennyisége is emelkedett klinikai mintákban. Az IDH vad típusú gliomákban 
jelentős általános metabolikus enzim expresszió emelkedést tapasztaltunk. Az mTOR és 
metabolikus gátlószerek, illetve ezek kombinációi szignifikáns proliferáció csökkenést 
eredményeztek glioma sejttenyészetekben. Továbbá az mTOR inhibitor kombinált 
antimetabolikus kezelések jelentős emlődaganat növekedésgátló hatást mutattak in vivo 
is. Emlődaganatokban az mTOR aktivitás és más metabolikus útvonalakat jellemző 
markerek segítségével igazoltuk, hogy a daganat szubtípusától függetlenül a metabolikus 
plaszticitás a rosszabb túléléssel összefüggést mutat. 
Ezek az eredmények a high grade gliomák és a rossz prognózisú emlődaganatok 
nagyfokú bioenergetikai alkalmazkodó képességére és a glükóz mellett további - terápiás 
targetként is felhasználható - tápanyaghasznosítási útvonal jelentőségére hívják fel a 
figyelmet. A munkánkban beállított mTOR és metabolikus aktivitást szabályozó 
fehérjéket kimutató, immunhisztokémiai panelek alkalmasak lehetnek a metabolikus 






Tissue heterogeneity and adaptation to microenvironmental or therapy related 
alterations are important factors in tumor progression. For tumor growth, metabolic 
changes are essential to support the bioenergetic background of cellular proliferation and 
survival potential. To understand the developing resistance mechanisms, not only the 
genetic features of tumour heterogeneity, but the metabolic alterations of neoplastic cells 
have to be studied.  
In our work, we investigated the metabolic characteristics and the inhibitor sensitivity 
of human glioma and breast cancer cell lines. The anti-proliferative effects of mTOR and 
metabolic inhibitors were tested both in monotherapy and in combinations using in vitro 
and in vivo xenograft models. Quantitative analyses of mTOR and other metabolic 
proteins were performed using Western blot/WES Simple methods. By evaluating the 
immunohistochemical detection of mTOR and metabolic activity-related proteins, we 
investigated their clinical and prognostic significance in human biopsies.  
In gliomas, we observed that elevated mTOR (mTORC2) activity correlated with 
worse prognosis. In parallel with mTOR activity, the amount of CPT1A and ACSS2 was 
also elevated in clinical tissue specimens. A considerable increase of metabolic enzyme 
expression was detected in IDH wild type cases compared either to normal cerebellum or 
IDH mutant cases. Significant anti-proliferative effects were observed in glioma cell lines 
using mTOR and metabolic inhibitors both in mono- or combination therapies. The 
combination of mTOR targeting and anti-metabolic drugs also resulted in significant 
proliferation inhibition in xenografted LumB breast cancer. By detecting markers 
characteristic for mTOR activity and metabolic signalling, we confirmed that metabolic 
plasticity can be associated with worse prognosis in breast cancer independently of 
subtypes.  
These findings highlight that beside glucose consumption other nutrient intermediates 
can also be utilized by high-grade gliomas and aggressive breast cancers. Moreover, our 
results underline that this high bioenergetic adaptation capacity of cancers therapeutically 
may also be targeted. Our immunohistochemical panels detecting mTOR and other 
metabolism regulating proteins may allow detailed characterisations of metabolic 
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Abstract 
Background: Glioma is the most common highly aggressive, primary adult brain tumour. Clinical data show that 
therapeutic approaches cannot reach the expectations in patients, thus gliomas are mainly incurable diseases. 
Tumour cells can adapt rapidly to alterations during therapeutic treatments related to their metabolic rewiring and 
profound heterogeneity in tissue environment. Renewed interests aim to develop effective treatments targeting 
angiogenesis, kinase activity and/or cellular metabolism. mTOR (mammalian target of rapamycin), whose hyper‑
activation is characteristic for many tumours, promotes metabolic alterations, macromolecule biosynthesis, cellular 
growth and survival. Unfortunately, mTOR inhibitors with their lower toxicity have not resulted in appreciable survival 
benefit. Analysing mTOR inhibitor sensitivity, other metabolism targeting treatments and their combinations could 
help to find potential agents and biomarkers for therapeutic development in glioma patients.
Methods: In vitro proliferation assays, protein expression and metabolite concentration analyses were used to study 
the effects of mTOR inhibitors, other metabolic treatments and their combinations in glioma cell lines. Furthermore, 
mTOR activity and cellular metabolism related protein expression patterns were also investigated by immunohisto‑
chemistry in human biopsies. Temozolomide and/or rapamycin treatments altered the expressions of enzymes related 
to lipid synthesis, glycolysis and mitochondrial functions as consequences of metabolic adaptation; therefore, other 
anti‑metabolic drugs (chloroquine, etomoxir, doxycycline) were combined in vitro.
Results: Our results suggest that co‑targeting metabolic pathways had tumour cell dependent additive/synergistic 
effects related to mTOR and metabolic protein expression patterns cell line dependently. Drug combinations, espe‑
cially rapamycin + doxycycline may have promising anti‑tumour effect in gliomas. Additionally, our immunohisto‑
chemistry results suggest that metabolic and mTOR activity alterations are not related to the recent glioma classifica‑
tion, and these protein expression profiles show individual differences in patients’ materials.
Conclusions: Based on these, combinations of different new/old drugs targeting cellular metabolism could be 
promising to inhibit high adaptation capacity of tumour cells depending on their metabolic shifts. Relating to this, 
such a development of current therapy needs to find special biomarkers to characterise metabolic heterogeneity of 
gliomas.
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Background
Glioma is the most common highly aggressive, primary 
adult brain tumour. Based on the World Health Organi-
zation (WHO) Classification of Central Nervous System 
Tumours, both low grade and high grade gliomas can be 
divided into two categories according to the presence or 
absence of IDH1/2 mutations. This classification also has 
a prognostic significance—IDH-mutant gliomas con-
fer significantly improved prognosis compared to IDH 
wild-type tumours. Testing for 1p/19q-codeletion status 
is required for further classification of low grade glio-
mas. As a consequence of an unbalanced translocation 
between chromosomes 1 and 19, whole-arm deletions 
of 1p and 19q arms are characteristic for oligodendro-
glial tumours. Other molecular alterations can also occur 
in gliomas such as EGFR amplification, p16/14 dele-
tion, Notch overexpression, NF-1/PTEN co-deletion or 
other mutations e.g. EGFR, PDGFRA, PI3KCA, PTEN, 
CDKN2A/B and p53 [1, 2]. The recent treatments with 
surgical resection, followed by adjuvant radiation and 
chemotherapy—typically with temozolomide—result in 
15-month median overall survival, with two-year relative 
survival rate in less than 30% of cases [3]. Other lower 
grade gliomas have better prognosis (median survival 
rate is approximately 5 years), however, recently gliomas 
have been considered as mainly incurable diseases. These 
led to continuous interest to develop more effective treat-
ments targeting for example malignancy related angio-
genesis [4], kinase activity and cellular metabolism [5, 6].
Tumour cells can adapt rapidly to alterations in tissue 
environment and therapeutic treatments depending on 
their metabolic shifts and profound heterogeneity [7]. To 
fuel energy-, macromolecule production and build new 
cells different metabolic rewiring processes are needed 
during tumour progression such as orchestrating TCA 
cycle, oxidative phosphorylation (OXPHOS), pentose-
phosphate pathway, amino-acid and lipid synthesis etc. 
(DeBerardinis and Chandel summarise highlighted meta-
bolic pathways implicated in tumour metabolism [7]). 
The consequence of oncogenic alterations influences 
the glycolytic-, glutaminolytic activity, mitochondrial 
OXPHOS, lipid metabolism and the expression/activity 
of related enzymes in cellular metabolic network. The 
expression and activity of the participating enzymes can 
mark metabolic alterations at cellular level. The glycolytic 
activity or mitochondrial OXPHOS capacity can be fol-
lowed by the expression changes of hexokinase 2—HK2, 
phosphofructokinase—PFKP, lactate dehydrogenase 
A—LDHA, lactate dehydrogenase B—LDHB or β-F1-
ATP synthase—β-F1-ATPase etc. Lipid metabolism is 
influenced by lipid synthesis and oxidation (can be char-
acterised by the expression or activity of fatty acid syn-
thase—FASN; acyl-coenzyme A synthetase short-chain 
family member 2—ACSS2; carnitine palmitoyltransferase 
1A—CPT1a etc.). Glutamine consumption is characteris-
tic for many tumours with increased glutaminase (GLS) 
expression [8, 9]. In parallel, intracellular metabolite 
concentrations (e.g. the main glycolytic product—lac-
tate or other TCA metabolites—such as malate, pyruvate 
etc., the measured metabolites by the current study will 
included in a figure of the results section), several sub-
strate transporter protein expressions (as glucose, glu-
tamine and monocarboxylate transporters) and their 
activity could also be changed [10]. Based on the previ-
ously described metabolic enzyme expression alterations, 
recently there has been an increasing interest to target 
metabolism regulating pathways or metabolic enzymes in 
gliomas and other tumours [11].
mTOR kinase hyper-activation—which often occurs 
in different tumours—is linked mainly to PI3K/Akt sig-
nalling activation and alters cellular metabolism, protein 
turnover, cell growth and survival. mTOR kinase exists 
in two different complexes with characteristic proteins 
(such as Raptor and Rictor in mTORC1 and C2, respec-
tively) and targets (S6K1, 4EBP1, SREBP1, ULK1, Akt 
etc.) [12]. mTORC1 controls anabolic processes such 
as protein synthesis and cell cycle entry in response to 
cellular energy, growth factor and nutrient availability. 
mTORC2—which is mainly influenced by growth fac-
tors—phosphorylates different downstream targets such 
as members of the AGC kinase family, Akt, serum/glu-
cocorticoid regulated kinase (SGK) and protein kinase C 
(PKC) to promote lipogenesis, glucose uptake, glycolysis 
and cell survival [13].
The expression of several mTOR and metabolism 
related genes in normal human brain tissues has been 
studied previously at RNA and protein levels. Accord-
ing to immunohistochemistry studies and Protein Atlas 
expression database, ACSS2, ACSL1 (long-chain-fatty-
acid-CoA ligase 1), CPT1a, GLS and additionally mTOR, 
Rictor expressions are low or undetectable (1+/0) in glial 
cells. Only S6 and Akt protein expressions were evaluated 
a slightly higher level (maximum 2+) in normal human 
glial cells. In other neuronal cells relatively higher mTOR, 
S6, Akt, ACSL1 and GLS expression levels have been 
detected.
Several phase I and phase II trials using mTOR inhibi-
tors have been tested in mono-therapy and/or studied 
in standard chemo-radiation, however, these have not 
resulted in appreciable survival benefit [14, 15]. Com-
bining anti-EGFR or anti-VEGF therapy with mTORI 
treatments could have certain significant benefits, how-
ever, these also have no real success. Recently it has also 
been described that the effects of rapalog (sirolimus) and 
temozolomide could be enhanced for example by chloro-
quine (an autophagy inhibitor) [16]. Despite these trials, 
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GBM is still incurable which may be the consequence of 
glioma cell survival, metabolic plasticity and heterogene-
ity in developing glioma tissues [11, 14].
In our study, differences in mTOR inhibitor sensitiv-
ity in correlation to mTOR activity and other metabolic 
treatment combinations were studied using three human 
in  vitro cultured glioma cell lines. Using mTOR inhibi-
tors, temozolomide and other metabolic inhibitors (such 
as inhibitors of autophagy, beta-oxidation and mitochon-
drial functions) showed individual—cell line depend-
ent—metabolic alterations in our mono-treatment study. 
Based on these, further two- or three-drug combinations 
were also tested; and the results suggest that co-targeting 
these different metabolic pathways—especially by rapam-
ycin + doxycycline combinations—may have therapeutic 
benefits. In addition, for such targeting special biomark-
ers and the characterisation of metabolic heterogeneity 
of in  vivo gliomas are needed as a part of personalised 
therapy, where side-effects have to also be considered.
Materials and methods
All materials were purchased from Merck-Sigma-Aldrich 
(Darmstadt, Germany), except where it is indicated in the 
text.
Cell cultures and different reagents
U251 (ECACC-09063001, characteristic glioma cell spe-
cific mutations in PTEN, NF-1, p53, MSH2), U87 (ATCC-
HTB-14, characteristic glioma cell specific mutations 
in PTEN, NF-1 and Notch-2), U373 Uppsala (U373-U; 
ECACC-08061901) human glioma cells were cultured 
and treated in DMEM high glucose medium supple-
mented with 10% foetal bovine serum (FBS; HyClone), 
2 mM L-glutamine and 100 UI/mL penicillin–streptomy-
cin at 37 °C in a 5%  CO2 atmosphere.
Using different assays cells were plated onto 96-well 
plates (2–5 × 103 cells/well for proliferation tests) or into 
T25 flasks (3–6 × 105 cells/flask—for LC–MS and West-
ern blot experiments) and treated with different drugs 
and their combinations (rapamycin—Rapa, 50  ng/mL; 
NVP-BEZ235—BEZ, 1 μM, Cayman; PP242—1 μM, Toc-
ris; doxycycline—Doxy, 10  μM; temozolomide—TMZ, 
100 μM; etomoxir—Etom, 50 μM; and chloroquine—Chl, 
50  μM) for 72  h, in combinations different drugs were 
added at the same time to the cell cultures. 1% DMSO 
was added to control cells and was used as a vehicle for 
some of the compounds as it was required. The concen-
tration of the used mTOR inhibitors (Rapa, BEZ and 
PP242) was applied based on our previous publications 
[17, 18]. To study the effect of drug combinations lower 
dose than IC50 was applied in case of used metabolic or 
other inhibitors, these drug concentrations were defined 
by using others’ previous IC50 data and our preliminary 
experimental work in gliomas or other cancer types 
[19–22]. Alamar Blue (Thermo Fisher Scientific) and SRB 
tests were used to determine the anti-proliferative effects. 
At the end of different in vitro treatments a 4-h incuba-
tion period was performed with Alamar Blue. Fluores-
cence was measured in the 570–590 nm range by Ascent 
software (Fluoroskan Ascent FL fluorimeter; Labsystems 
International). In SRB assay, after 10% trichloroacetic acid 
fixation the cells were incubated with sulforhodamine B 
(15 min, 0.4 m/v%) following 10 mM Tris base addition. 
The absorbance was measured at 570 nm in a microplate 
reader. Percentage of the cell proliferation was given rela-
tive to control samples. At the beginning of experimen-
tal workflow both proliferation assays were performed 
and cell numbers were also followed after different treat-
ments. No significant alterations were detected between 
the effects using different assays—these similarities were 
shown in Figs. 1 and 2.
To analyse the additive or synergistic effects of differ-
ent drug combinations Combination Index (CI) was used 
[23]. The CI was calculated as EA+EB
EAB
, where EA and EB 
were the individual effects of the mono-therapy and EAB 
was the observed combination effect. CI is within 0 and 1 
means that the combined drugs have no additional effect 
on cells, in case CI is 1 indicates additive and above 1 
synergistic effect, respectively.
Metabolite analysis using liquid chromatography–mass 
spectrometry
Intracellular metabolites—lactate, pyruvate, citrate, 
α-ketoglutarate (AKG), succinate, fumarate, malate, 
glutamate, aspartate—were extracted based on Szo-
boszlai et  al. with some modifications [24, 25]. Inter-
mediates were extracted from cells and supernatants 
by methanol-chloroform-water (9:1:1) and vortexed 
at 4  °C. After centrifugation (15,000×g, 10  min, 4  °C) 
supernatants were stored at − 80  °C until liquid chro-
matography-mass spectrometry (LC–MS) measure-
ments. The concentrations of lactate, pyruvate, citrate, 
AKG, succinate, fumarate, malate, glutamate and 
aspartate were assessed by using calibration curves 
obtained with the dilution of analytical grade stand-
ards in the range of 0.5–50  µM and the given ng/106 
cells concentrations were used in ratio calculation. 
LC–MS assays were used by Perkin-Elmer Flexar FX10 
ultra-performance liquid chromatograph coupled with 
a Sciex 5500 QTRAP mass spectrometer. Chroma-
tographic separation was carried out on a Phenom-
enex Luna Omega C18 column (100 × 2.1 mm, 1.6 µm) 
(GenLab Ltd., Budapest, Hungary). The mobile phase 
consisted of water and methanol containing 0.1% (v/v) 
formic acid. The MS was operating in negative elec-
trospray ionisation mode. For the measurements the 
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following settings were adjusted—source temperature: 
300  °C ionisation voltage: − 4000  V, entrance poten-
tial: − 10  V, curtain gas: 35 psi, gas1: 35 psi, gas2: 35 
psi, CAD gas: medium. Multiple reaction monitor-
ing (MRM) mode was applied to perform quantitative 
analyses.
Expression analysis of mTOR and metabolic proteins 
by Western blot
Protein extracts were lysed (50  mM Tris, 10% glycerol, 
150  mM NaCl, 1% Nonidet-P40, 10  mM NaF, 1  mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.5  mM  NaVO3, pH 7.5) 
from at least 1 × 106 cells and quantitated using Bradford 
protein reagent (BioRad) for Western blot analysis using 
Fig. 1 mTOR activity and metabolic differences in U251, U87 and U373‑U human glioma cells. a mTOR activity related proteins and other 
metabolic enzyme expressions characterise and show some individual differences in the studied human glioma cell lines—representative figures 
of Western blot results; b the enzyme expression profiles could correlate to mTOR inhibitor sensitivity of glioma cells (rapamycin—Rapa 50 ng/mL; 
NVP‑BEZ235—BEZ 1 µM; PP242 1 µM for 72‑h treatments), which were monitored by Alamar Blue and SRB proliferation tests—the cell proliferation 
of untreated controls was considered 100%; rapamycin inhibited the proliferation in all studied cells, significantly; Significant differences compared 
to rapamycin were labelled by *p < 0.05
Fig. 2 Intracellular metabolite concentrations in the studied three glioma cell lines. a High level of intracellular lactate or glutamate and differences 
in the concentration of other metabolites, such as pyruvate and several TCA cycle metabolites—metabolites were measured by LC–MS and the 
relative distributions of the detected LAC lactate, PYR pyruvate, CIT citrate, AKG α‑ketoglutarate, SUC succinate, FUM fumarate, MAL malate, GLUT 
glutamate were given; b the highest lactate/malate ratio showed the highest glycolytic activity in U87 cells; c alterations in metabolite levels 
measured by LC–MS after 72‑h mTORI and temozolomide treatments—(citrate/pyruvate)/(fumarate/succinate) ratios were given in untreated 
controls % to characterise OXPHOS function. Drugs were used in the following concentrations—rapamycin—Rapa 50 ng/mL; NVP‑BEZ235—BEZ 
1 µM; PP242 1 µM; temozolomide—TMZ 100 µM. Significant changes were labelled * (p < 0.05)
(See figure on next page.)
DOI:10.14753/SE.2020.2419




































































































Page 6 of 17Petővári et al. Cancer Cell Int          (2018) 18:211 
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophore-
sis. After wet transfer PVDF membranes (BioRad) were 
incubated with the following antibodies: anti-phospho-
mTOR (Ser2448) (p-mTOR; 1:1000; #2971, Cell Sign-
aling Technology—CST), anti-mTOR (mTOR; 1:1000; 
#2972, CST), anti-phospho-S6 (Ser 235/236) (p-S6; 
1:1000; #4858, CST), anti-S6 (S6; 1:1000; #2317, CST), 
anti-phospho-4E-binding protein 1 (Thr37/46) (p-4EBP1; 
1:1000; #2855, CST), anti-Rictor (1:1000; #2140, CST), 
anti-phospho-Akt (p-(Ser 473)-Akt; 1:2000; #4060, 
CST), anti-Akt (pan) (pan-Akt; 1:1000; #4691, CST) anti-
lactate dehydrogenase A (LDHA; 1:1000; #3582, CST), 
anti-lactate dehydrogenase B (LDHB; 1:2000; #85319, 
Abcam) anti-glutaminase (GLS; 1:1000; #15676, Abcam), 
anti-carnitine palmitoyltransferase 1A (CPT1a; 1:1000; 
#128568, Abcam), anti-fatty acid synthase (FASN; 1:1000; 
#3180, CST) anti-acyl-coenzyme A synthetase short-
chain family member 2 (ACSS2; 1:1000; #3658, CST), 
anti-hexokinase 2 (HK2; 1:1000; #2867, CST), anti-phos-
phofructokinase (PFKP; 1:1000; #8164, CST) anti-β-F1-
ATP synthase (β-F1-ATPase; 1:2000; #14730, Abcam) 
anti-pyruvate dehydrogenase (PDH; 1:1000; #3205, CST) 
and anti-β-actin (1:5000; #A2228, Sigma-Aldrich) were 
used as loading control. At the end biotinylated second-
ary antibodies, avidin-HRP complex (Vectastain Elite 
ABC Kit, Vector) and enhanced chemiluminescence 
technique (Pierce ECL Western Blotting Substrate using 
Li-Cor-C-Digit) were applied and the expression of pro-
teins was quantitated by Image Studio Digits program.
Patients, tissue samples and immunohistochemistry
Isocitrate dehydrogenase (IDH) wild-type (n = 10), IDH-
mutant (n = 8) human glioblastoma and high-grade 
astrocytoma tissues were studied, two cases harboured 
1p19q trisomy or tetrasomy. Samples were obtained by 
surgical resection at National Institute of Clinical Neu-
rosciences (Budapest), between January 1, 2014 and 
December 31, 2015. Peritumoral brain tissue (n = 2) was 
also analysed as control. The archived FFPE tissue blocks 
were used with the approval of the Hungarian Scien-
tific Council National Ethics Committee for Scientific 
Research (No. 7/2006). All cases were re-reviewed and 
re-classified based on The 2016 World Health Organiza-
tion Classification of Tumors of the Central Nervous Sys-
tem [1].
Immunohistochemistry was performed on tissue 
microarrays (TMAs) with double scores per patients. 
Representative areas were selected by a neuropathologist 
for TMA construction. After deparaffinization, the tis-
sue sections underwent antigen retrieval (citrate buffer 
pH 6, in a pressure cooker). Slides were incubated with 
the appropriate primary antibodies which were used in 
Western blot analyses to detect LDHA, GLS, CPT1a, 
FASN, ACSS2, HK2 or were established previously 
to detect p-mTOR activity related proteins (p-mTOR 
Ser2448—1:100; #2976, CST; p-S6 Ser 235/236—1:100; 
#2211, CST; Rictor -1:1000 A500-002A, Bethyl; phos-
pho-Akt (p-(Ser473)-Akt—1:100; #4060, CST) at room 
temperature for 90  min, followed by Novolink Polymer 
Detection System (Novocastra, Wetzlar, Germany), DAB 
(Dako) chromogen and haematoxylin counterstaining. 
A scale of 0–3 was used for semiquantitative analysis 
of immunoreactivity by two independent pathologists 
(using Panoramic Viewer Software—3D Histech) as fol-
lowing: no staining, 0; weak staining, 1+; intermediate 
staining, 2+; and strong staining, 3+.
Statistical analysis
The data are presented as mean ± SD deviation and cal-
culated from three independent experiments with at least 
three or more parallels, depending on the used method. 
Data evaluation of in  vitro experiments was performed 
using Student’s t (two-tailed) test and one-way analysis of 
variance (ANOVA). IBM SPSS software (version 22; SPSS 
Inc, Chicago, IL) was used to evaluate multiple compari-
sons. p < 0.05 was considered statistically significant.
Results
Differences in metabolic enzyme expressions and mTORI 
sensitivity in human glioma cells
The studied IDH wild-type glioma cell lines with different 
known oncogenic mutations (see in methods) showed 
high mTOR activity, due to well-known characteristics 
of PTEN loss and/or PI3K/Akt hyper-activation. High 
expression levels of proteins related to both mTORC1 
and C2 activity were characteristic for the studied gli-
oma cells, especially p-S6, p-4EBP1 and p-(Ser473)-Akt. 
U373-U showed relatively lower Rictor and p-(Ser473)-
Akt expressions than the others (U251 and U87 cells). 
After 72-h mTORI treatments we could detect certain 
significant anti-proliferative effects of mTORC1 inhibi-
tor (rapamycin) and other dual (NVP-BEZ235—BEZ) 
or ATP competitive (PP242) mTOR inhibitors using 
Alamar Blue and SRB proliferation tests. In correlation 
to the lower Rictor and p-(Ser473)-Akt expression, PP242 
(mTORC1 and C2 inhibitor) had no significantly higher 
anti-proliferative effect than rapamycin in U373-U cells, 
as expected. These results highlighted the known poten-
tial importance of slight differences in mTOR activity and 
mTORI sensitivity in glioma cells (Fig. 1a, b).
Analyses of other bioenergetic pathway related enzyme 
expression profiles (Fig.  1a) and intracellular metabolite 
concentrations in these cells revealed further differences. 
U251 and U373-U cells showed lower glycolytic capac-
ity related to low HK2 and in parallel, altered PFKP/LDH 
expression patterns. U87 cells expressed higher level of 
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(See figure on next page.)
Fig. 3 The anti‑proliferative effects and alterations in mTOR activity and other metabolism related protein levels in response to mTORI and 
temozolomide treatments in human glioma cell lines. a mTOR inhibitors (rapamycin—Rapa 50 ng/mL; NVP‑BEZ235—BEZ 1 µM; PP242 1 µM) and 
temozolomide (TMZ 100 µM) 72‑h combination treatments effectively inhibited the proliferation of U251, U87 and U373‑U cells—Alamar Blue and 
SRB proliferation test results, the cell proliferation of untreated controls were considered 100% (temozolomide slightly reduced the proliferation and 
had no significant growth inhibitory effect on U251, mTORIs had similar effects as in Fig. 1a, and all temozolomide + mTORI combined treatments 
had significant anti‑proliferative effects, p < 0.05; the additive (A) or synergistic (S) effects of inhibitor combinations were given based on CI 
calculation, SD was added); b altered expressions of mTORC1 and C2 activity related proteins and other metabolic enzymes were also shown after 
different mono‑treatments (results of representative Western blots after 72‑h treatments)
glycolytic enzymes than the other two cell lines. Individ-
ual GLS, ACSS2 and β-F1-ATPase expression levels were 
also detected. Moreover, FASN expression was relatively 
higher than CPT1a in all studied glioma cells which can 
be in correlation to the growing cell culture character-
istics and metabolic shifts towards anabolic pathways 
(Fig. 1a).
Relating to the manifold potentially useful bioener-
getic capacity, we measured high lactate, glutamate and 
detectable amount of TCA cycle metabolites in all stud-
ied cells by LC–MS. The intracellular lactate concentra-
tion, the lactate/malate ratio and its inverse correlation to 
pyruvate levels reflected to the protein expression profile 
of the related enzymes (HK2, LDHA, PKFP) (Figs.  1a, 
2a). In our previous work the intracellular lactate/malate 
ratio was suggested as a potential metabolic marker [24, 
25], these ratios showed the highest glycolytic activity in 
U87 cells and lower in U251 and U373-U cells (Fig. 2b).
mTORI and temozolomide induce metabolic alterations 
in glioma cells
It was suggested and described that mTORIs can sen-
sitise gliomas to therapeutic temozolomide treatments. 
In this study, we tested the anti-proliferative effect of 
different mTORIs and temozolomide in combinations. 
Rapamycin was more effective than temozolomide 
in each cell line tested using Alamar Blue and SRB 
assays. Moreover, rapamycin + temozolomide com-
binations showed significantly enhanced anti-prolif-
erative effects in the studied glioma cells as expected. 
Rapamycin + temozolomide combination was highly 
effective—synergistic—in U373-U glioma cells but this 
combination was less effective in the other two cells 
(U251, U87) (Fig.  3). We analysed the expressions of 
certain mTORC1 and C2 complex activity related pro-
teins and other metabolic proteins after applying mTO-
RIs or temozolomide. The effectivity of mTORIs was 
monitored by checking p-S6 and p-4EBP1 levels. These 
showed that all mTORIs reduced the phosphorylation 
of S6, however‚ in the studied cell lines mTORC1 and 
C2 inhibitors could only reduce the p-4EBP1 level. 
mTORIs resulted in downregulated HK2, GLS and 
lipid synthesis enzyme (FASN) expression and in par-
allel upregulated beta-oxidation enzyme (CPT1a) and 
ACSS2 levels in a cell line dependent manner (e.g. 
GLS expression was not decreased after BEZ treat-
ment in U251; and HK2 expression was not altered in 
U87 cells).These data correlate with inhibited mTORC1 
functions in parallel with the altered expressions of 
certain studied glycolysis, glutaminolysis and lipid 
metabolism related enzymes. The rapamycin-mediated 
upregulation of mTORC2 complex activity (p-(Ser473)-
Akt increase) was shown in U251 and U373-U cells, 
and this was not observed (p-(Ser473)-Akt expression 
was lower) with dual PI3K-mTOR inhibitors (neither 
BEZ nor PP242) in all cells (Fig. 3).
Temozolomide significantly elevated p-4EBP1 levels 
in glioma cells and increased S6 phosphorylation in 
U251 but this was decreased in U87 and U373-U cells 
in contrast to the effects of mTORIs. In addition, temo-
zolomide decreased lipid synthesis related FASN with-
out influencing CPT1a expression in the studied glioma 
cells (Fig. 3).
In our previous metabolic studies of other tumour 
cells, the lactate/malate ratio was suggested using as a 
part of metabolic characterisation. In the current study, 
after 72-h different mTORI and temozolomide treat-
ments we found that concentration changes of other 
metabolites need to be also considered to follow and 
analyse the metabolic changes at cellular level. Concen-
trations of other glycolytic and TCA cycle metabolites 
(e.g. pyruvate, citrate, succinate and fumarate) were 
considered to reveal the sign of glycolytic-OXPHOS 
alterations. According to our data, the ratios of citrate/
pyruvate and fumarate/succinate showed the inhib-
ited glycolytic and induced mitochondrial oxidation 
processes (OXPHOS shift)—significant changes were 
shown in Fig. 2c. The sign of such a significant altera-
tion which is characteristic for OXPHOS shift was 
not detected in response to temozolomide treatments. 
These findings are in line with the fact that enzyme 
expression profile alterations are not characteristic for 
inhibited glycolysis and induced oxidation response in 
temozolomide treated glioma cells (Fig. 3b).
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The effects of doxycycline, etomoxir and chloroquine 
in human glioma cells
Based on these alterations, other anti-metabolic treat-
ments were also performed in our in  vitro study; mito-
chondrial functions, lipid metabolism and autophagy 
were targeted. Slight anti-proliferative effects (10–25% 
reduction) of doxycycline (mitochondrial translation 
inhibitor using 10  µM [29]), etomoxir (beta-oxidation 
inhibitor using 50  µM) and chloroquine (autophagy 
inhibitor using 50 µM) were detected in almost all 72-h 
mono-treatments in  vitro (Fig.  4a). In response to the 
above treatments we could observe the following indi-
vidual differences in protein expression patterns: (a) in 
parallel with low anti-proliferative effects, doxycycline 
decreased p-(Ser473)-Akt level in all cells, significantly 
increased ACSS2 expression in U251 and U373-U; 
(b) etomoxir treatments increased CPT1a and ACSS2 
expressions—these alterations could compensate meta-
bolic stress in case of inhibited lipid oxidation. Although 
etomoxir did not alter significantly any other investigated 
protein levels, neither mTOR activity related p-S6/p-
(Ser473)-Akt nor others; (c) The autophagy inhibitor 
chloroquine decreased CPT1a level and increased FASN 
expression significantly in U373-U and U251 cells. 
Decrease in p-(Ser473)-Akt and ACSS2 expression levels 
were also detected in U251 and U87 cells after chloro-
quine treatments (Fig. 4b).
Effects of combined treatments
As drugs like doxycycline, etomoxir and chloroquine 
exerted lower effects in mono-therapy, we decided to 
combine them further to target the metabolic adaptation 
in temozolomide and rapamycin treatments. Our find-
ings suggest that certain of these new two-drug combina-
tions—such as temozolomide and rapalogs—had rather 
cell line dependent additive effects (Fig.  5) relating to 
mTOR activity and other metabolic enzyme expression 
patterns. While etomoxir/chloroquine in combination 
with rapamycin or temozolomide were less effective two-
drug treatments; temozolomide + chloroquine and rapa-
mycin + chloroquine combinations were additive in U251 
and U373-U cells, respectively. Doxycycline increased the 
effect of rapamycin in all glioma cells (the effects were 
synergistic in U251 and U373-U cells), moreover, in U87 
cells this antibiotic treatment could induce the effect of 
rapamycin + temozolomide treatment (see below), as 
well (nevertheless rapamycin + doxycycline combination 
was not synergistic in U87 cells).
In U251 cells‚ we compared p-S6, p-(Ser473)-Akt, 
FASN, CPT1a and β-F1-ATPase expression changes fur-
ther after using two-drug (rapamycin + temozolomide/
doxycycline or temozolomide + doxycycline) combi-
nations (Fig.  4c). Our results suggest that these drug 
combinations, especially rapamycin and doxycycline 
mutually affect the mechanism of each other’s meta-
bolic adaptation. In U251 cells p-S6 and p-(Ser473)-Akt 
expressions were reduced (Fig.  4c) in response to rapa-
mycin + doxycycline/temozolomide combinations. 
However, lipid metabolism related enzymes did not fol-
low these expression changes in correlation to lowered 
mTOR activity (CPT1a and FASN expressions were not 
significantly changed). Moreover, β-F1-ATPase expres-
sion (as a result of altered—collapsed—mitochondrial 
OXPHOS) was downregulated following these—rapamy-
cine + temozolomide/doxycycline—two-drug treatments 
(Fig. 4c).
Furthermore, the effects of three-drug combinations 
exerted on proliferation were also tested in glioma cell 
lines. Based on our 72-h proliferation data, we found 
that the anti-proliferative effects of rapamycin + temozo-
lomide treatments were significantly increased by add-
ing doxycycline to U87 cells as it was described above. 
Rapamycin + temozolomide + doxycycline was effective, 
but could not induce the effect of either mono-therapy 
in U251 or U373-U. Other three-drug combinations also 
seemed to be very effective such as rapamycin + doxycy-
cline + chloroquine/etomoxir in U373-U cells or temo-
zolomide + doxycycline + chloroquine in U251 and U87 
(Fig. 6).
Heterogeneity of metabolic protein expression in human 
glioma biopsies
Analysing the data of in  vitro treatments and compar-
ing these to the protein expression profiles of the cells 
suggest certain baseline protein expression differences 
in the studied cell lines. These could correlate to rapa-
mycin + temozolomide effectivity or could help to find 
which other combinations can result tumour growth 
inhibition in less sensitive cell lines. In  vitro cell lines 
do not necessarily reflect clinical tumours in all aspects; 
therefore, metabolic enzyme expressions were studied 
in human glioma biopsies and peritumoral normal brain 
tissues by immunohistochemistry, as well. We tested the 
expressions of certain proteins—which were previously 
analysed by Western blot—using immunohistochemis-
try in  situ on human biopsy samples (10 wild-type and 
8 IDH-mutant cases). Both intratumoral (see in Fig.  7 
representative p-S6, p-Akt and FASN staining het-
erogeneity) and case dependent heterogeneous stain-
ing intensities were detected at tissue level. Beside the 
detected remarkable high mTOR activity—which showed 
intra- and intertumoral heterogeneity with average score 
2+ of all mTOR complex expression and activity mark-
ers in the studied cases—high expression of CPT1a was 
detected in all studied human glioma cases compared to 
normal brain (high scores—3+—were evaluated in 17/18 
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Fig. 4 Metabolic drugs induced proliferative and protein expression profile changes in human glioma cells. a Doxycycline (Doxy 10 µM), etomoxir 
(Etom 50 µM), chloroquine (Chl 50 µM) 72‑h treatments have slight growth inhibitory effects in U251, U87 and U373‑U (Alamar Blue proliferation 
test data; *p < 0.05); b ACSS2, FASN, CPT1a and p‑(Ser473)‑Akt protein expressions were influenced by rapamycin, doxycycline, etomoxir and 
chloroquine after 72‑h mono‑treatments; c FASN, β‑F1‑ATPase, p‑S6, p‑(Ser473)‑Akt and CPT1a protein expression compared to the untreated 
controls after applying two‑drug combinations in U251 glioma cells (50 ng/mL rapamycin + 100 µM temozolomide—Rapa + TMZ; 50 ng/mL 
rapamycin + 10 µM doxycycline—Rapa + Doxy; 100 µM temozolomide + 10 µM doxycycline—TMZ + Doxy (Western blot results)—representative 
Western blot figures
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Fig. 5 Rapamycin and temozolomide combined with other metabolic inhibitors have different in vitro anti‑proliferative effects in human glioma 
cell lines. Alamar Blue test results after 72‑h different two‑drug combined in vitro treatments in U251 (a), U87 (b) and U373‑U (c) glioma cells 
(rapamycin—Rapa 50 ng/mL, temozolomide—TMZ 100 µM, doxycycline—Doxy 10 µM; etomoxir—Etom 50 µM; chloroquine—Chl 50 µM). The 
additive (A) or synergistic (S) effects of combinations were given based on CI calculation, SD was added, the anti‑proliferative effects were significant 
(p < 0.05) in almost all combined treatments compared to untreated cultures except for doxycycline + etomoxir and temozolomide + etomoxir 
treatments
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studied glioma cases Fig.  7). It was also concluded that 
ACSS2 and p-(Ser473)-Akt/Rictor expression differences 
showed high score variability among tumours; IHC stain-
ing intensities were scored between 1+ and 3+ in same 
grade IDH-mutant and wild-type tissues. Additionally, 
FASN expression was only overexpressed in some cases 
of the studied biopsy materials. However, GLS overex-
pression was characteristic for IDH-mutant rather than 
wild-type gliomas (GLS expression scores were 2/3+ in 
6/8 IDH-mutant and 0/1+ in 8/10 studied IDH wild-type 
cases). The intratumoral heterogeneity in the expression 
pattern of the studied proteins and the higher anti-GLS 
staining intensities of IDH-mutant tumour tissues were 
shown in representative IHC figures (Fig.  7). An impli-
cation of these findings—the heterogeneity among the 
studied IDH wild-type cases—is that the clinical, thera-
peutic data of glioma cases should be studied in correla-
tion to their in situ metabolic protein expression profiles, 
especially in case of mTORI and temozolomide treatment 
resistant patients (e.g. tumour pairs before and after 
treatments).
Discussion
Recent standard therapies have certain limitations in 
terms of the special site in the background of blood–
brain barrier, the genetic and tissue heterogeneity and 
the often developing resistance against different thera-
pies of highly malignant and recurring gliomas [26]. 
To the present, PI3K/Akt/mTOR signalling beside 
EGFR is one of the most frequently targeted pathways 
in different solid tumours and gliomas [26, 27]. Clini-
cal data show that the effects of recently used drugs on 
GBM patients cannot reach the expectations in stable 
diseases; e.g. relapses and moreover, on- and off-target 
effects of these high-dose long-term treatments cannot 
be tolerated by patients [26]. Dual PI3K/mTOR inhibi-
tors show less toxicity in patients, furthermore, their 



































































































Fig. 6 Certain interesting three‑drug combination results in human glioma cells. Alamar Blue test results after 72‑h different three‑drug 
combinations in vitro treatments. The results of the most effective combinations, the significant effects of three drug combinations versus 
mono‑treatments (p < 0.05) were indicated with framed columns, SD was added. Applied drug concentrations: rapamycin—Rapa 50 ng/mL, 
temozolomide—TMZ 100 µM, doxycycline—Doxy 10 µM; etomoxir—Etom 50 µM; chloroquine—Chl 50 µM in different combinations were 
the following: rapamycin + temozolomide + doxycycline—Rapa + TMZ + Doxy; rapamycin + doxycycline + chloroquine—Rapa + Doxy + Chl; 
rapamycin + doxycycline + etomoxir—Rapa + Doxy + Etom; temozolomide + doxycycline + chloroquine—TMZ + Doxy + Chl)
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e.g. PI3KCA, PTEN mutations which could suggest pos-
sible mTORI sensitivity of tumours and could not lower 
the recurrence. Therefore, more molecular pathology 
data are needed to find new therapeutic options and 
these are also needed prior to drug administration in 
patients. However, many further problems also occur: 
(a) the great capacity of tumour tissues for shifting 
their metabolic profile to adapt and survive the thera-
peutic conditions in the presence of diverse microen-
vironments [28] and (b) the insufficient cost-benefit in 
tolerance of therapeutic efficacy and side-effect toxicity 
in patients (many promising drugs, especially mTOR, 
glutaminolysis or glycolysis inhibitors have been failed 
in clinical trials recently).
After applying temozolomide or rapamycin mono-
treatments, we found that the studied cells could alter 
both their glycolytic/OXPHOS and lipid synthetic pro-
cesses as the consequences of metabolic adaptation. We 
detected ACSS2 increase and FASN decrease; in paral-
lel, with or without CPT1a expression changes depend-
ent on the cell line examined. These alterations and other 
recently published data highlight the potential role of 
lipid and/or acetate utilisation as bioenergetic substrates 
in survival adaptation during therapy in glioma cells [29]. 
Our results about the individual differences in FASN 
and ACSS2 overexpression, and the overexpression of 
CPT1a in almost all clinical samples suggest the poten-




























Fig. 7 Representative stainings for metabolic protein expression analyses in human glioma biopsies. Metabolic and mTOR pathway related protein 
expression patterns and evaluated staining scores were shown in representative human IDH wild‑type and mutant gliomas. Stainings of normal 
brain tissues were added to the upper left corner. High mTOR activity—with tissue heterogeneity and characteristic CPT1a protein overexpression 
(17/18 3+ scores) were detected in almost all studied gliomas. The intra‑ and intertumoral heterogeneity appeared in e.g. p‑S6, FASN and 
p‑(Ser473)‑Akt stainings, respectively. Significant differences between IDH wild‑type and mutant cases were only observed in GLS expression scores, 
the IDH‑mutant glioma tissues expressed higher amount of GLS protein (expression scores were 2/3+ in 6/8 mutant and 0/1+ in 8/10 studied IDH 
wild‑type cases). Further explanation is in the text. Immunohistochemistry stainings of IDH wild‑type (n = 10) and IDH‑mutant (n = 8) cases were 
developed by DAB (brown) using haematoxylin counterstaining—the representative photos were taken by Panoramic Viewer (3D Histech—×40)
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and the increased ACSS2 expression after temozolomide 
or mTORI treatments in vitro correlate to other studies 
where inhibited glucose consumption triggered AMPK 
activation and autophagy related acetate consumption in 
glioma cells [30]. Etomoxir (an irreversible CPT1a inhibi-
tor) can inhibit fatty acid oxidation. Its effect can slow 
down glioma tumour growth, which was described in 
mouse glioma models [20] and there are many other data 
suggesting that fatty acids are critical for GBM growth 
[28]. In our work, we observed some additional effects 
of etomoxir combinations, however, these were rather 
cell type dependent, and less pronounced when this 
drug was combined with rapamycin or temozolomide. 
Therefore, the potential importance of etomoxir or other 
fatty acid oxidation inhibitors need further studies and 
improvements.
Several successful results have been reported on using 
temozolomide + autophagy inhibitor combinations [16, 
31]. Chloroquine targeting autophagy showed lower 
sensitivity in the studied cells and different two-drug 
combinations showed less anti-proliferative benefit with 
rapamycin, temozolomide or other used drugs. None 
of these combinations reached the effectivity of rapa-
mycin + temozolomide treatments in the studied glioma 
cells in  vitro. Moreover, combining chloroquine could 
also reduce the efficiency of two other combined drugs 
in U373-U cells (data not shown), but could induce the 
anti-proliferative effect of temozolomide + doxycycline 
in U87 and rapamycin + doxycycline in U373-U, respec-
tively. These results call the attention to the controversial 
contribution of autophagy to the development and pro-
gression of cancers, and especially in in vivo trials which 
are more complex [32]. Although in in vivo situation with 
long-term treatments some unexpected results could also 
arise with autophagy inhibitors, beside their hopefully 
special benefits, which need further studies.
Before and after radiotherapy significant differences 
were described in metabolites, cells rapidly turn to 
OXPHOS inhibiting mTOR and HK2 in glioma cell line, 
as a model system [33]. In our work, we detected altered 
metabolite concentrations but these were the conse-
quences of rather mTORI than temozolomide treatments 
specific effects. Metabolic enzyme expression changes 
could also be found after temozolomide treatments in the 
studied less temozolomide sensitive cell lines (prolifera-
tion was decreased by less than 20% after 72 h). Relating 
to the observed effects of temozolomide suggest some 
putative shifts towards more OXPHOS-like phenotype in 
these cells, which is in correlation to the findings of Oliva 
et  al. [34, 35] in case of temozolomide chemoresistance 
targeted by complex I–IV inhibitors. This work high-
lighted that mitochondrial metabolism could be a thera-
peutic avenue for chemoresistance breakthrough.
In our work, we used doxycycline (known mitochon-
dria targeting antibiotics) which was able to sensitise 
the studied glioma cells to temozolomide. Doxycycline 
has been tested recently both in  vitro and in  vivo gli-
oma models, it was very effective in A172 astrocytoma 
cells [36]. Certain aspects of doxycycline treatment 
were described by Wang-Gillam et  al. in 2007 [37], 
they detected mild anti-proliferative effect and MMP2 
expression increase in high-dose doxycycline (10  µg/
mL) in vitro treatment. It was suggested that doxycycline 
is a potential anti-migratory agent in TSC2 dysfunction 
(mutation) cases—but this combination was not further 
tested elsewhere [38]. The anti-tumoural properties of 
doxycycline and other antibiotics are intensively inves-
tigated by several groups to clear the effect of this drug 
on tumour stemness, as well [39]. According to our work, 
the synergistic anti-proliferative effects of doxycycline in 
combination with other drugs are suggested. We studied 
doxycycline + rapamycin treatment first in glioma cell 
proliferation and we found that doxycycline enhanced 
the anti-proliferative effect of rapamycin in all studied 
glioma cells.
These results suggest the importance of testing the 
effectivity and the other—such as pro-apoptotic or tis-
sue environmental—effects of this combination further 
in vitro and in vivo in gliomas or other tumours (we have 
some promising results with other solid tumour cell lines, 
as well—data not shown). Additionally, rapalogs or anti-
biotics cause fewer side-effects for patients and can be 
combined with other tumour type specific reduced dose 
chemotherapeutic treatments.
The detected diversity in the metabolic changes of the 
studied glioma cell lines could not point out a clear cor-
relation between the original metabolic phenotype and 
the subsequent expected metabolic alteration in response 
to certain treatments. To find such potential adaptation 
mechanisms related to original phenotype, tumour type 
and/or drug responses need further investigation. Based 
on our in  vitro metabolic drug combination results, we 
can suggest using combined treatments against different 
metabolic pathways which will restrict the possibilities 
of adaptation and rescue mechanisms in many different 
tumour cells during the developing therapy resistance.
Based on our IHC results: (a) the expression of many 
metabolic enzymes showed intra- and intertumoral 
heterogeneity; (b) CPT1a expression is elevated in 
human glioma cases (our results confirm the potential 
importance of CPT1a expression in gliomas which was 
described in vitro by Wakamiya et al. [40]); and (c) GLS 
is overexpressed in IDH-mutant cases (the importance of 
glutamine metabolism was highlighted as special inter-
est in glioma cases by others, as well [41]). These and 
the results of our in  vitro metabolic drug combination 
DOI:10.14753/SE.2020.2419
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treatments suggest considering the use of more poten-
tial metabolic targets in glioma therapy and analysing 
these targets further using more clinical samples and sur-
vival data of patients. These could help to identify new 
markers beside mTOR activity characterisation—such 
as FASN, CPT1a, ACSS2—or find good mitochondrial 
function markers (e.g. TOM20, NRF1), and to assign the 
metabolic expression profile of tumours before starting 
treatments in patients. mTOR inhibitors alone or in com-
binations with traditional chemotherapeutics resulted 
mainly at below the expected breakthrough. The main 
causes could be the tissue heterogeneity, the metabolic 
plasticity and the generated alterations in treated cells. 
The dormant, resistant state can also correlate to pheno-
typic OXPHOS shifts and the mitochondrial functions. 
Our results could approve this possibility in glioma cells. 
In addition, we call the attention for new rapalog + doxy-
cycline therapeutic combinations in the future with 
potentially fewer side-effects.
Targeting altered mitochondrial function to increase 
sensitivity was suggested previously to inhibit complex 
I in gliomas using other drugs like metformin or phen-
formin [42]. These drugs show promising anti-tumour 
effects in multiple cancers which were tested and con-
firmed in glioma in  vitro and in  vivo xenograft models 
[43]. Based on our data, doxycycline needs some more 
attention in GBM treatment because it has long and safe 
history; furthermore, it can also penetrate across the 
blood–brain barrier [44]. Additionally, doxycycline could 
be considered as a potential efficacious combining agent 
among the few available ones in GBM therapy, especially 
with rapamycin or other mTORI treatments. Moreover, 
rapamycin + doxycycline combination could have a spe-
cial interest in the standard treatment of other therapy 
resistant tumours, as well.
Conclusion
Metabolic heterogeneity and plasticity attract the atten-
tion to tumour metabolism targeting as an anti-cancer 
therapy, however, tumour tissue is able to adapt more 
successfully to nutrient deprivation or other microen-
vironmental changes than (normal) cells in  vitro. To 
predict these alterations further studies are needed in 
tumour metabolism which might lead to select prognos-
tic and predictive markers. Nevertheless, certain already 
well-known agents combined with tumour metabolism 
targeting drugs could facilitate the success of recent 
tumour therapy. Based on these, there is a great hope 
that new or old metabolic inhibitors such as mTOR 
inhibitors and other metabolism targeting drugs will 
turn the recent therapy highly effective in patients, espe-
cially in gliomas.
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Abstract
The high-grade brain malignancy, glioblastoma multiforme (GBM), is one of the most aggressive tumours in central nervous
system. The developing resistance against recent therapies and the recurrence rate of GBMs are extremely high. In spite several
new ongoing trials, GBM therapies could not significantly increase the survival rate of the patients as significantly. The presence
of inter- and intra-tumoral heterogeneity of GBMs arise the problem to find both the pre-existing potential resistant clones and the
cellular processes which promote the adaptation mechanisms such as multidrug resistance, stem cell-ness or metabolic alter-
ations, etc. In our work, the in situ metabolic heterogeneity of high-grade human glioblastoma cases were analysed by immu-
nohistochemistry using tissue-microarray. The potential importance of the detected metabolic heterogeneity was tested in three
glioma cell lines (grade III-IV) using protein expression analyses (Western blot and WES Simple) and therapeutic drug (temo-
zolomide), metabolic inhibitor treatments (including glutaminase inhibitor) to compare the effects of rapamycin (RAPA) and
glutaminase inhibitor combinations in vitro (Alamar Blue and SRB tests). The importance of individual differences and meta-
bolic alterations were observed in mono-therapeutic failures, especially the enhanced Rictor expressions after different mono-
treatments in correlation to lower sensitivity (temozolomide, doxycycline, etomoxir, BPTES). RAPA combinations with other
metabolic inhibitors were the best strategies except for RAPA+glutaminase inhibitor. These observations underline the impor-
tance of multi-targeting metabolic pathways. Finally, our data suggest that the detected metabolic heterogeneity (the high
mTORC2 complex activity, enhanced expression of Rictor, p-Akt, p-S6, CPT1A, and LDHA enzymes in glioma cases) and
the microenvironmental or treatment induced metabolic shift can be potential targets in combination therapy. Therefore, it should
be considered to map tissue heterogeneity and alterations with several cellular metabolism markers in biopsy materials after
applying recently available or new treatments.
Keywords Glioma .Metabolism .Metabolic shift . mTORC2 . Combination therapy
Introduction
The high-grade glial tumour, glioblastoma multiforme
(GBM), is one of the most aggressive and invasive tumours
in central nervous system. Overall median survival of patients
is approximately 8 months after GBM is diagnosed. The cur-
rent standard therapy is surgical resection followed by adju-
vant radiotherapy and/or chemotherapy.
Many years ago, temozolomide (TMZ) was introduced.
TMZ administration could increase the survival moderately
(up to 1 year) in trials for recurrent GBM to improve patients’
survival [1, 2]. The developing resistance against TMZ (near-
ly 100% in all available treatment combinations) and the re-
currence rate of GBMs are extremely high. The combined
therapies (radiochemotherapy or other targeted therapy com-
binations) have more success and can increase the survival
time and rate. Applying novel combined therapies, 2-year
survival can be achieved in 27% of the cases comparing to
the effect of radiotherapy or TMZ treatment alone (10%).
However, GBM is still an incurable disease [3, 4]. Several
novel trials are ongoing including VEGF inhibitor alone or in
combinations. Moreover, in case of certain immunotherapies,
with limitations and strict requirements – i.e. the drugs have
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to be transported across the blood-brain barrier, phase III
trials are about to start [5, 6]. Despite there have been large
developments in targeted therapy research, the currently
available therapies could not increase the survival rate of
GBM patients as significantly as it is observed in other solid
tumours [7].
Recent studies highlighted that tumoral heterogeneity and
different adaptation mechanisms can promote tumour evolu-
tion in high-grade malignancies. The presence of inter- and
intra-tumoral heterogeneity of GBMs was described using
many techniques including genetic studies and radiological
imaging approaches [8–10]. These and other (e.g. microenvi-
ronmental, metabolic) types of tumoral heterogeneity raise the
problem of finding both the pre-existing potential resistant
clones and the cellular processes which promote the adapta-
tion mechanisms such as multidrug resistance, stem cell-ness
or metabolic alterations, etc. [11].
To design effective (novel) therapies the characteristics of
intra-tumoral heterogeneity and the adaptation mechanisms
during resistance evolution and/or relapsed tumour develop-
ment are needed to study in details [9]. Tumour cells have high
adaptation capacity using many different strategies including
metabolic shifts. In tumour tissues, cells with different charac-
teristics are to find the way to fuel energy and macromolecule
production, and additionally to develop a resistant state in
which the survival and growth are assured even in highly toxic
microenvironment [12]. As for this adaptation, the surviving
and proliferating cells need to orchestrate the speed of TCA
cycle, oxidative phosphorylation (OXPHOS), pentose-
phosphate pathway, amino-acid and lipid synthesis etc. The
oncogenic, tumorigenic alterations influence certain processes
including glycolysis, glutaminolysis, mitochondrial oxidative
function, lipidmetabolism and autophagy [13]. To satisfy these
needs certainmetabolic shifts can be proceeded at cellular level
in tumour cells, e.g. alterations in the expression and the activ-
ity of several metabolic enzymes and proteins [14].
Cellular metabolism can be characterised by mapping the
expression and activity of different TCA cycle, glycolytic en-
zymes, transporters and kinases (Fig. 1.).
An important pathway in metabolic plasticity is the mam-
malian target of rapamycin (mTOR) centred signalling regu-
latory network. mTOR hyperactivation is characteristic for
several tumours even for GBMs [15]. However, its regulatory
role depends on different complex formation and activity;
these complexes differ in their core proteins, targets, functions
(including metabolic functions) and inhibitor sensitivities.
Phospho-mTOR (in both mTORC1 and C2 complex activity
could correlate to the amount of p-mTOR), Raptor (a charac-
teristic protein for mTORC1), Rictor (a characteristic protein
for mTORC2) are the main markers for characterising the
amount and activity of mTOR. Additionally, phospho-S6
and phospho-(Ser473)-Akt (the activated targets of
mTORC1 and C2, respectively) could also be used to com-
plete the study of mTOR complexes activity [16].
The growth regulatory role of mTOR is well-known; it has
many metabolic effects – directly influencing the protein







































Fig. 1 Schematic figure of the studied metabolic pathways. The
expressions of glutaminolysis (GLS), glycolysis (GLUT1, GAPDH,
PFKP LDHA, PDH), fatty acid metabolism (FASN, p-Acly, CPT1A),
acetate consumption (ACSS2), mitochondrial oxidative phosphorylation
(COXIV, β-F1-ATPase), autophagy (LC3), ATP sensor protein (p-
AMPK) and mTOR complex activity (p-mTOR, Raptor, Rictor, p-S6,
p-Akt (Ser473)) related enzymes were studied by Western blot analyses,
WES Simple. Further explanation can be found in the text
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synthesis, lipid metabolism and autophagy besides it indirect-
ly influences many different genes (CPT1A – carnitine O-
palmitoyltransferase 1, GLS - glutaminase, c-myc, etc.),
which alter cellular metabolic activity [17].
Glycolytic activity, Warburg effect and mitochondrial met-
abolic functions can be monitored by the expression changes
of e.g. glucose transporter 1 (GLUT1), phosphofructokinase
(PFKP), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), pyruvate dehydrogenase (PDH), lactate dehydro-
genase (LDH) and ATP synthase subunit beta (β-F1-ATPase),
cytochrome c oxidase subunit 4 (COXIV) [13, 18]. Lipid syn-
thesis, oxidation and their ratio can also be followed by study-
ing the expression of fatty acid synthase (FASN), ATP-citrate
synthase (p-Acly) and CPT1A [19]. Moreover, the bioener-
getic states, the energy supply level can be characterised by
phospho-AMP-activated kinase (p-AMPK), autophagy can be
monitored by the expression of microtubule-associated pro-
tein 1A/1B-light chain 3 (LC3) [20]. Glutamine and other
possible alternative substrate consumption rate can be
analysed by GLS, Acyl-coenzyme A synthetase short-chain
family member 2 (ACSS2) levels [21], as well. The potential
plasticity of substrate utilisation plasticity could also be inter-
esting in brain tumours and brain metastases [14].
Many different compounds, including different TMZ com-
binations have been tested in glioma models in vitro and
in vivo, however, the expected metabolic plasticity, the alter-
ations in metabolic enzyme expression and activity have been
less studied in high-grade gliomas. In our work, we analysed
the in situ metabolic heterogeneity of high-grade (III-IV)
isocitrate dehydrogenase (IDH) wild-type human glioblastoma
cases using immunohistochemistry study. To understand the
potential importance of the detected metabolic heterogeneity,
we studied three IDH wild-type (grade III-IV) glioma cell lines
further. TMZ, rapamycin (mTOR inhibitor) and several meta-
bolic or other inhibitors (chloroquine, autophagy inhibitor; glu-
taminase inhibitor, etomoxir – lipid oxidation inhibitor, doxy-
cycline – antibiotics with potential metabolic/mitochondrial in-
hibitory effect) were tested to analyse the alterations both in
cellular proliferation and metabolic enzyme expression/activity
after in vitro treatments. Finally, we studied the potential anti-
proliferative effects of combined inhibitors in vitro for
sensitising tumour cells to the used agents/treatments.
Materials and Methods
All Materials were Purchased
from Merck-Sigma-Aldrich, except
where it is Indicated in the Text
Human glioma cell lines – U373 Uppsala (U373-U; ECACC-
08061901), U251 and U87 (ECACC-09063001, with PTEN,
NF-1, p53 and MSH2 mutations; and ATCC-HTB-14,
characteristic mutations in PTEN, NF-1 and Notch-2, respec-
tively) were maintained in DMEM high glucose medium
(Biosera) supplemented with 10% foetal bovine serum
(FBS; Biosera), 2 mM L-glutamine (Biosera) and 100 UI/ml
penicillin–streptomycin (Biosera) at 37 °C with 5% CO2.
After seeding, the cells were treated with different drugs
(rapamycin-RAPA, 50 ng/ml; doxycycline-DOXY, 10 μM;
temozolomide-TMZ, 100 μM; etomoxir-ETO, 50 μM; chlo-
roquine-CHL, 50 μM and bis-2-(5-phenylacetoamido-1,3,4-
thiadiazol-2-yl)-ethyl sulfide- BPTES, 10 μM) and their com-
binations in 96-well plates (2–5 × 103 cells/well for prolifera-
tion tests) or in T25 flasks (3–6 × 105 cells/flask – for Western
blot experiments) for 72 h. The concentration of the drugs was
applied based on our previous publications [22]. Lower dose
than IC50 level was applied in drug combinations, these con-
centrations were defined in accordance with previously pub-
lished data on IC50 [23–26]. The anti-proliferative effects of
the treatments were measured after a 4-h incubation period
using Alamar Blue (Thermo Fisher Scientific). The fluores-
cence was measured at 570–590 nm (Fluoroskan Ascent FL
fluorimeter; Labsystems International) and the results were
analysed by Ascent Software. To detect the protein content
related growth inhibitory effect, SRB test was performed as
the following: after 10% trichloroacetic acid fixation, the cells
were incubated with sulforhodamine B (15 min, 0.4 m/v%)
then 10 mM Tris base was added to each well to solubilise the
protein-bound dye. The absorbance was measured at 570 nm
in a microplate reader. At least 3 independent experiments
were performed with 6 parallels in each. Percentage of the cell
proliferation was given relative to control samples. To
analyse the additive or synergistic effects of different
drug combinations the Combination Index (CI) was calculated
as we described previously [22].
mTOR and Metabolic Protein Expression Analysis
by Western Blot and WES Simple Capillary
Immunoassay
Proteins were extracted (using 50 mM Tris, 10% glycerol,
150 mM NaCl, 1% Nonidet-P40, 10 mM NaF, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.5 mMNaVO3, pH 7.5) from
1 × 106 cells. The protein lysates were quantitated by Bradford
reagent (BioRad). Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis and PVDF membranes (BioRad) were used in
Western blot analysis. The applied primary antibodies were
listed in Table 1.; HRP-conjugated anti-β-actin (1:10000;
ab49900, Abcam) was used as loading control. At the end,
biotinylated secondary antibodies and avidin-HRP complex
(Vectastain Elite ABC Kit, Vector), enhanced chemilumines-
cence technique (Pierce ECL Western Blotting Substrate)
with Li-Cor-C-Digit photo documentation system were
applied. Image Studio Digits program was used to perform
densitometric analysis.
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WES Simple analysis was performed on WES system
(ProteinSimple-Biotechne 004–600) according to the manu-
facturer’s instructions. 12–230 kDa Separation Module
(ProteinSimple SM-W004) and either the Anti-Rabbit
Detection Module (ProteinSimple DM-001), Anti-Mouse
Detection Module (ProteinSimple DM-002) or Anti-mouse
IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling Technologies,
CST #7076) were applied depending on the primary antibod-
ies. In brief, glioma cell samples were diluted to an appropriate
concentration (0.2 or 1 μg/μl depending on the secondary
antibody used) in sample buffer (100x diluted ‘10x Sample
Buffer’ from the Separation Module), then mixed with
Fluorescent Master Mix 1:4 and heated at 95 °C for 5 min.
The samples, the blocking reagent (antibody diluent), the
primary antibodies, the HRP-conjugated secondary anti-
bodies and the chemiluminescent substrate were added
to the plate. The default settings of the device were the
following: stacking and separation at 395 V for 30 min;
blocking reagent for 5 min, primary and secondary antibod-
ies both for 30 min; luminol/peroxide chemiluminescence de-
tection for 15 min (exposure times were selected for the anti-
bodies between 1 and 512 s). The electropherograms were
checked then the automatic peak detection was manually
corrected if it was required. The used primary antibodies and
their dilutions were given in Table 1.
Tissue Microarray from Human High-Grade Glioma
Biopsies and Immunohistochemistry Analysis
Archived tissue blocks were used with the approval of The
Hungarian Scientific Council National Ethics Committee for
Scientific Research (No. 7/2006). IDH wild-type human glio-
blastoma and high-grade astrocytoma tissues (n = 18) were
selected for immunohistochemistry analyses. Peri-tumoral
brain tissue was used as control (n = 2). The glioma samples
were re-reviewed and reclassified according to The World
Health Organization Classification of Tumors of the Central
Nervous System (2016) [27]. The clinicopathological data are
summarised in Table 2.
Immunohistochemistry (IHC) was performed on tissue mi-
croarrays (TMAs) with at least duplicate or triplicate cores per
patient. Representative areas were selected by a neuropathol-
ogist. Antigen retrieval (pH = 6 citric acid buffer, 30 min) was
performed after deparaffinisation and endogenous peroxidase
blocking. Slides were incubated with primary antibodies
summarised in Table 1. Sections were stained using biotin-
free anti-rabbit/mouse IgG polymer-peroxidase conjugate sys-
tem (Novolink, Leica). Immunoreactions were revealed using
a diaminobenzidine (DAB, Dako) chromogen-hydrogen
peroxide substrate. Harris haematoxylin was applied for
highlighting the cell nuclei. Immunostained TMA sections
Table 1 List of the used primary antibodies (catalogue numbers, dilutions and expected sizes for Western blot analyses were given)
Primary antibody IHC Western blot WES size (kDa)
Cat. No. Dilution Cat. No. Dilution Cat. No. Dilution
p-mTOR CST #2976 1:100 CST #2971 1:1000 CST #2971 1:50 289
Rictor Bethyl A500-002A 1:1000 CST #2140 1:1000 CST #2140 1:50 200
Raptor – – Abcam 40,768 1:1000 Abcam 40,768 1:50 150
p-Akt (Ser473) Novus 79,891 1:50 CST #4060 1:2000 CST #4060 1:50 60
p-S6 CST #2211 1:100 CST #4858 1:1000 CST #4858 1:50 32
ACSS2 – – – – CST #3658 1:50 78
FASN CST #3180 1:50 – – CST #3180 1:50 273
p-Acly – – CST #4331 1:1000 CST #4331 1:50 125
CPT1A Abcam 128,568 1:500 Abcam 128,568 1:1000 Abcam 12,8568 1:50 88
GLS Abcam 156,876 1:200 Abcam 156,876 1:1000 Abcam 15,6876 1:50 65
GLUT1 – – Abcam 652 1:500 – – 45–60
PFKP – – CST #8164 1:1000 – – 80
GAPDH – – Abcam 8245 1:10000 Abcam 8245 1:50 37
PDH – – CST #3205 1:1000 CST #3205 1:50 43
LDHA CST #3582 1:400 CST #3582 1:1000 CST #3582 1:50 37
β-F1-ATPase Abcam 14,730 1:100 Abcam 14,730 1:2000 – – 52
COXIV – – – – CST #4850 1:50 17
p-AMPK (Thr172) – – CST #2535 1:1000 CST #2535 1:50 62
LC3 – – – – Novus 110–57179 1:50 14–16
β-actin – – Abcam 49,900 10000 Sigma A2228 1:50 45
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were digitally scanned at 20X magnification using a
Panoramic scan instrument (3D Histech) equipped with Carl
Zeiss objective (NA = 0.83; Carl Zeiss MicroImaging Inc.)
then analysed with CaseViewer 2.3 Software (3D Histech).
Considering the intra-tumoral heterogeneity, the H-score was
used to analyse the expression of mTOR and metabolism-
related proteins. Based on our previously described method,
H-score was calculated for each core of the TMA multiplying
the fraction of tumour cell immunopositivity (%) and staining
intensity scale (0, 1+, 2+ or 3+) [28]. The mean of the H-
scores for each sample was calculated from the evaluated
cores of the same biopsy specimens using two independent
evaluations.
Statistical Analysis
Data are presented asmean ± SD deviation. Statistical analysis
was performed using IBM SPSS (version 22; SPSS Inc.) and
PAST (version 3.24) software. Data evaluation of in vitro ex-
periments was performed using Student’s t (two-tailed) test
and one-way analysis of variance (ANOVA). Mann-Whitney
U-test was used to determine associations between clinico-
pathological parameters and IHC results. Spearman correla-
tion was used to evaluate the correlation between protein ex-
pressions. Statistical significance was defined as p < 0.05.
Results
Metabolic Heterogeneity of High-Grade Glioma Cases
Based on Immunohistochemistry Analyses
Similarly, the p-mTOR expression observed in normal brain
tissues with a meanH-score of 80, moderate p-mTOR staining
with a meanH-score of 107was detected in high-grade glioma
Table 2 Clinicopathological data of patients with high-grade glial tumour
n = 18
Age
< 65 years 12





Anaplastic astrocytoma (grade III) 4















































Fig. 2 Representative immunostainings with different metabolic markers
in human high-grade gliomas and normal brain tissues. The antibody-
stainings were developed with DAB substrate (brown) and
counterstained using haematoxylin. mTOR activity was characterised
by p-mTOR, p-S6, Rictor, p-Akt stainings, other metabolic activity
correlates to LDHA, GLS, CPT1A/FASN and β-F1-ATPase
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samples in almost all cases (Fig. 2). In contrast, in many cases
p-S6, Rictor and p-Akt protein expression patterns showed
elevatedmTOR, especially mTORC2 complex activities com-
pared to normal brain tissues. The mean H-scores for p-S6,
Rictor and p-Akt were 170, 128 and 190 in glioma samples
and 70, 90, and 80 in normal brain tissue samples, respective-
ly. The evaluation of other metabolic IHC stainings suggests
that in the studied 18 cases high-grade glioma cells have char-
acteristic elevated metabolic activity which correlates to a sig-
nificant metabolic versatility in substrate utilisation. LDHA
expression was elevated in normal brain tissues as well as in
tumour samples. In addition, several substrate utilisation ca-
pacities can be observed in these glioma cells (e.g. GLS and
CPT1A protein expression levels are higher in glioma cells).
The lipid metabolism was shifted to catabolic β-oxidation
pathway (CPT1A) from anabolic lipid synthesis (FASN). β-
F1-ATPase, a marker of terminal oxidation, was also
overexpressed in glioma tissues and showed a strong positive
correlation to GLS expression (R = 0.753, p = 0.001) in glio-
ma cells. Representative glioma and normal brain biopsy
stainings show these differences (Fig. 2). Mainly, there was
no association between the expression of the studied proteins
and clinicopathological parameters such as age and gender.
However, p-Akt expression was higher in grade IV glioblas-
tomas than in grade III anaplastic astrocytomas. Moreover,
higher FASN expression was associated with higher Ki67
proliferation index (Ki67 < 20% vs. Ki67 ≥ 20%, p = 0.001).
Metabolic Diversity of Human GBM Cell Lines
The characteristic mTOR inhibitor (mTORI) sensitivity of
high-grade glioma cell lines has been studied previously. In
our in vitro study, the proliferation could not be inhibited sig-
nificantly by the common chemotherapeutic TMZ after 72-h
treatment in two of the studied cell lines. However, we could
confirm that the mTORC1 inhibitor RAPA significantly
inhibited the proliferation of all high-grade glioma cell lines
based on both Alamar Blue and SRB test results (Fig. 3). Our
data are in good correlation to our other findings at protein level
(using Western blot or WES Simple capillary immunoassay) in
which we revealed that these cells have both mTORC1/C2
complex related high activity (detectable p-mTOR – activated
form of mTOR kinase; high Rictor, p-Akt and p-S6 protein
expressions) (Fig. 4). Other metabolic inhibitors have rather cell
line dependent anti-proliferative effects: CHL – autophagy in-
hibitor could inhibit the proliferation in all studied cell lines,
BPTES only in U87 and U251 cells and DOXYonly in U251.
Based on these, themost resistant cell line wasU373-U (Fig. 3).
To compare the differences, expressions of several other meta-
bolic enzymes and proteins were studied. The protein expres-
sion profile of the three cell lines could also show some indi-
vidual differences as a consequence of inter-tumoral heteroge-
neity. Some of these really interesting findings are the
following: there is no detectable LDHA - the Warburg effect
related enzyme - protein expression and the levels of β-F1-
ATPase, COXIVand PDH were low in U251 and GLS expres-
sion was the lowest in U87 cells. The detected expression pat-
terns (Fig. 4) could correlate to the sensitivity differences.
Mainly, lower metabolic activity of a cell line (without glyco-
lytic phenotype and lower mitochondrial activity) can correlate
to higher inhibitor sensitivity. There are only few differences in
the detected anti-proliferative alterations comparing the Alamar
Blue and SRB test results, however, the SRB data were more
strongly correlated to cell numbers. Based on these, we prefer
using both tests in our further experiments.
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Fig. 3 Metabolic inhibitor and TMZ sensitivity differences in human
high-grade glioma cells. The anti-proliferative effects of several
metabolic treatments were shown using Alamar Blue (AB) and SRB
tests (RAPA – rapamycin 50 ng/ml; TMZ – temozolomide 100 μM;
DOXY – doxycycline 10 μM; ETO – etomoxir 50 μM; CHL –
chloroquine 50 μM; BPTES – bis-2-(5-phenylacetoamido-1,3,4-
thiadiazol-2-yl)-ethyl sulfide 10 μM were applied for 72 h) in U373-U
(a), U87 (b) and U251 (c) cells. The significant alterations were labelled *
(p = 0.01)
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Based on its highly resistant phenotype, U373-U cell
line was selected for further analysis. To study the al-
terations of the metabolic enzyme expression quantita-
tively WES Simple capillary immunoassay and/or
Western blot technique were applied. In this cell line,
TMZ, DOXY, ETO and BPTES have no significant ef-
fect on the proliferation, however, RAPA and CHL have
certain anti-proliferative effects (Fig. 3). In almost every
single drug treatment performed on U373-U cells, the
metabolic enzyme protein expression patterns (Western
blot, WES Simple) were rewired. These alterations were
mainly the expected ones. In case of TMZ, DOXY,
ETO and BPTES treatments Rictor expressions were
upregulated and some other potential compensatory
mechanisms were activated (Fig. 5). For example, in
TMZ treated cells both the mitochondrial (COXIV and
β-F1-ATPase expressions) and the glycolytic (PFKP,
PDH, LDHA) enzymes were intact; p-AMPK level,
CPT1A expression and the related β-oxidation were up-
regulated in correlation to higher LC3 (activation of
autophagy) and lower GLS expressions (no induced
glutamine utilisation) and lipid synthesis was blocked
by the decreased Acly activation. U373-U cells could
find alternative metabolic pathways and could prolifer-
ate at the same rate as control cultures in 72-h treatment
period after TMZ. In addition, in RAPA or CHL treated
cells many unpredictable and conflicting alterations
could also occur. As an example, Rictor expressions
were slightly downregulated and the sign of some mi-
tochondrial compensatory mechanism could be observed
in the analysed Alamar Blue and SRB results after
RAPA treatments. However, neither glycolytic nor com-
pensatory, other substrate utilisation pathways could be
activated in these cells. GLS, PFKP were downregulated
and the expression of other proteins related to potential lipid
and autophagy derived compensatorymechanismswere rather
conflicting. In the other anti-proliferative CHL treatment, we
could not find real compensatory mechanism, glycolysis,
glutaminolysis or mTOR could not be activated. This could
be the sign of metabolic failure or catastrophe. In addition, to
understand such a chaos further studies and biochemical func-
tional analyses are needed.
Fig. 4 The metabolic activity
related enzyme and protein
expressionsin human high-grade
glioma cells. The metabolic
profile differences were analysed
in three high-grade glioma cell
lines using Western blot (a) or
WES Simple capillary
immunoassay system (b) - the
predicted protein sizes were
shown in Table 1
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The In Vitro Effect of Combining Metabolic Inhibitors
in Glioma Cells
As we detected lower effects in high-grade glioma cell lines after
in vitro mono-drug treatments, we applied certain combined
treatments and compared their effects to RAPA+TMZ combina-
tion results using both Alamar Blue and SRB tests (Table 3.).
However, our results draw attention to certain significant differ-
ences observed in the results of Alamar Blue and SRB tests;
nevertheless these could only be interpreted in some combina-
tions. The results of CHL combined treatmentswere the strangest
in those cases. It is conceivable that the two inhibited metabolic
pathways (including autophagy) try to activate mitochondrial
compensatory mechanisms and alter (disturb) FADH + H+ con-
centrations.While ETO+CHL,BPTES+CHL andRAPA+CHL
combinations seemed to be less effective according to Alamar
Blue test results of U373-U cells. These combinations in corre-
lation to their predictive effect (to block two alternate compensa-
tory mechanisms) were really effective based on the protein con-
tent of the remaining cells. It was really surprising that BPTES+
ETO and BPTES+DOXY treatments were the less effective
combinations in the studied three high-grade glioma cell lines.
Moreover, the other tested combinations reduced the prolifera-
tion of these high-grade glioma cells to about 50% or lower. The
RAPA+CHL combination was really effective in correlation to
its altering function in cellular metabolism and regulation of the
three glioma cell lines.
Discussion
The standard treatments surgery, radio- and chemotherapy –
dominantly – havemany limitations in GBM patients [29], the
most important ones are the following: a. the special site of the
Table 3 The anti-proliferative effects of combined treatments (Alamar
Blue and SRB tests)
Combined treatments AB SRB
U373-U RAPA + TMZ 76 ± 5.9% S 44 ± 3.11% S
RAPA + DOXY 66 ± 7.9% S 48 ± 6.19% S
RAPA + ETO 70 ± 4.6% S 44 ± 6.25% S
RAPA + CHL 78 ± 4.7% – 28 ± 5.15% A
BPTES + ETO 97 ± 10.4% – 85 ± 4.18% S
BPTES + CHL 80 ± 4.3% A 44 ± 3.9% S
BPTES + DOXY 83 ± 7.6% S 94 ± 6.1% –
DOXY + CHL 69 ± 2.4% S 51 ± 1.29% S
CHL + ETO 82 ± 3.8% S 48 ± 6.5% S
U87 RAPA + TMZ 65 ± 9.4% S 48 ± 7% S
RAPA + DOXY 56 ± 8.2% S 55 ± 3.1% S
RAPA + ETO 65 ± 8.3% – 56 ± 2% S
RAPA + CHL 52 ± 7.5% S 38 ± 5.4% A
BPTES + ETO 79 ± 13.3% S 86 ± 1.8% –
BPTES + CHL 55 ± 2.4% S 45 ± 0.6% –
BPTES + DOXY 67 ± 11.1% – 83 ± 1.6% –
DOXY + CHL 57 ± 3.5% A 40 ± 0.4% S
CHL + ETO 82 ± 13.1% – 48 ± 0.9% S
U251 RAPA + TMZ 65 ± 7.1% S 48 ± 4% A
RAPA + DOXY 56 ± 9% A 55 ± 2.5% S
RAPA + ETO 65 ± 6.6% A 56 ± 1.9% S
RAPA + CHL 52 ± 4.7% – 38 ± 1.9% A
BPTES + ETO 79 ± 4.3% – 86 ± 5.9% –
BPTES + CHL 55 ± 4.2% A 45 ± 2.4% A
BPTES + DOXY 67 ± 4.6% – 83 ± 3.8% –
DOXY + CHL 54 ± 6.6% – 48 ± 2.4% S
CHL + ETO 65 ± 3.2% – 47 ± 3.1% S
The detected proliferation rates were given relative to controls (%). The
additive (A) or the synergistic (S) effects of different drug combinations
(RAPA – rapamycin 50 ng/ml; TMZ –temozolomide 100 μM; DOXY –
doxycycline 10μM;ETO – etomoxir 50 μM;CHL – chloroquine 50μM;
BPTES – bis-2-(5-phenylacetoamido-1,3,4- thiadiazol-2-yl)-ethyl sulfide
10 μM) were calculated using the data sets of parallel monotherapies
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Fig. 5 Alteration in metabolic activity related enzyme and protein
expressions. The signs of metabolic shifts were analysed after different
drug treatments (RAPA – rapamycin 50 ng/ml; TMZ – temozolomide
100 μM; DOXY – doxycycline 10 μM; ETO – etomoxir 50 μM;
CHL – chloroquine 50 μM; BPTES - bis-2-(5-phenylacetoamido-1,3,4-
thiadiazol-2-yl)-ethyl sulfide 10 μM were applied for 72 h) in U373-U
cell line by Western blot (upper image) or WES Simple capillary immu-
noassay system (lower image)–(the predicted protein sizes were shown in
Table 1
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body – the blood-brain barrier filters many drugs; b. the tissue
and genetic heterogeneity of the tumours; c. high resistance
rate; and d. toxic side-effects (main targeted processes are also
active in normal/non-malignant proliferating cells, as well).
The high relapse rate is in good correlation to the first three
points, moreover, quiescent tumour cells (e.g. cancer stem
cells/dormant cells/glioma stem cells) may escape from the
conventional therapies with many different strategies [30]. In
2011, Hanahan and Weinberg gave additional fundamental
cancer hallmarks to explain these strategies and the complex-
ity of tumorigenesis and tumour evolution. Nowadays, meta-
bolic rewiring is an emerging hallmark in cancer research. The
recently highlighted metabolic shifts support the rapid prolif-
eration or the survival of highly resistant tumour cells in toxic
microenvironment in order to facilitate energy production,
macromolecule synthesis and maintenance of redox homeo-
stasis [31].
It was clearly demonstrated in different studies that cancer
bioenergetics is changed with dynamic alterations at metabol-
ic level [13]. In our previous work, we tested TMZ with com-
bined metabolic inhibitors, however, glutaminase inhibitors
have not been studied [22]. It is well-known that beside glu-
cose other important substrates can fuel bioenergetic mecha-
nisms in mammalian cells. In the present study, we compared
the effects of glutaminase inhibitor (BPTES) or RAPA com-
bining with other metabolic inhibitors; including RAPA+
TMZ treatment effectivity.
The connection between glutaminolysis and glycolysis,
their dependence on cellular mTOR activity [32] were deeply
investigated in many previous glioma studies [31, 33]. In ad-
dition, both mTOR complexes have been described to play an
important role in the regulation of these processes. In our
recent study, we could underline the importance of individual
differences and metabolic alterations in therapeutic failures,
especially the enhanced Rictor expressions after different
treatments (TMZ, DOXY, ETO, BPTES). Based on
these, mTORC2 driven metabolic shift in correlation to
the detected AMPK and autophagy activation could sug-
gest combining metabolic targets using dual mTOR in-
hibitors or combining the previous drugs with mTOR
inhibitory treatments [31, 34, 35].
Our another interesting observation is the shift to mito-
chondrial oxidative phosphorylation after several mono- or
combined treatments (e.g. in RAPA and CHL or RAPA+
CHL, respectively) which can be assigned from the different
results of Alamar Blue and SRB tests. This metabolic alter-
ation towards OXPHOS can be targeted with different agents.
This finding confirms that OXPHOS co-targeting could be
another good option in the future as it has been suggested in
Gboxin therapy or other antibiotics targeting mitochondrial
functions (e.g. doxycycline) [36, 37].
According to our findings, the best combination strategies
seemed to be the different RAPA combinations (TMZ/
DOXY/ETO/CHL), except for RAPA+BPTES, which under-
line the importance of multi-targeting metabolic pathways.
RAPA has more targets, it could inhibit glycolysis,
glutaminolysis and several kinase activities related to other
cellular mechanisms than BPTES – glutaminase inhibitor.
RAPA plus one additional metabolic pathway targeting inhib-
itor could have more success than glutaminase inhibitor com-
binations if the side-effects will not increase in the patients.
Many publications have reported that using autophagy in-
hibitors in combination with targeted kinase inhibitors could
have more success in gliomas, as well [38]. It was described
that high-grade gliomas have high LC3 autophagy marker
expression in tissue microenvironment, since gliomas
use autophagy as a survival mechanism frequently
[39]. Our results confirm that autophagy inhibitors could
enhance the effect of many different anti-metabolic
drugs. RAPA+CHL and RAPA+ETO were the most ef-
fective ones, these combinations had extremely high
anti-proliferative effect, and these could even induce
metabolic catastrophe in all high-grade glioma cells. In
these cases, mTOR inhibitory effects were supplemented
with blocking another alternative catabolic energy
source related to autophagy/lipid oxidation. BPTES and
DOXY could not have such a great effect in our 72-h
treatments in concordance with the glutamine oxidation
pathway – these two inhibitors involved in the same
route in cellular metabolism and energy production [40].
Finally, our data suggest that the detected metabolic heteroge-
neity (the high mTORC2 complex activity, enhanced expression
of Rictor, p-Akt, p-S6, CPT1A and LDHA enzymes in glioma
cases) is a very promising combination target. This suggest
studying the in vivo effect and the use of many different new
or already known drugs with less potential side-effects in the
future therapy of glioma models. However, further studies are
needed to find the best combinations for patients. Therefore, it
should be considered to map tissue heterogeneity and alterations
with several cellular metabolism markers in biopsy materials
after applying recently available or new treatments.
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Rapamycin (mTORC1 inhibitor) reduces
the production of lactate and 2-
hydroxyglutarate oncometabolites in IDH1
mutant fibrosarcoma cells
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Abstract
Background: Multiple studies concluded that oncometabolites (e.g. D-2-hydroxyglutarate (2-HG) related to mutant
isocitrate dehydrogenase 1/2 (IDH1/2) and lactate) have tumour promoting potential. Regulatory mechanisms
implicated in the maintenance of oncometabolite production have great interest. mTOR (mammalian target of
rapamycin) orchestrates different pathways, influences cellular growth and metabolism. Considering hyperactivation
of mTOR in several malignancies, the question has been addressed whether mTOR operates through controlling of
oncometabolite accumulation in metabolic reprogramming.
Methods: HT-1080 cells – carrying originally endogenous IDH1 mutation – were used in vitro and in vivo. Anti-
tumour effects of rapamycin were studied using different assays. The main sources and productions of the
oncometabolites (2-HG and lactate) were analysed by 13C-labeled substrates. Alterations at protein and metabolite
levels were followed by Western blot, flow cytometry, immunohistochemistry and liquid chromatography mass
spectrometry using rapamycin, PP242 and different glutaminase inhibitors, as well.
Results: Rapamycin (mTORC1 inhibitor) inhibited proliferation, migration and altered the metabolic activity of IDH1
mutant HT-1080 cells. Rapamycin reduced the level of 2-HG sourced mainly from glutamine and glucose derived
lactate which correlated to the decreased incorporation of 13C atoms from 13C-substrates. Additionally, decreased
expressions of lactate dehydrogenase A and glutaminase were also observed both in vitro and in vivo.
Conclusions: Considering the role of lactate and 2-HG in regulatory network and in metabolic symbiosis it could
be assumed that mTOR inhibitors have additional effects besides their anti-proliferative effects in tumours with
glycolytic phenotype, especially in case of IDH1 mutation (e.g. acute myeloid leukemias, gliomas, chondrosarcomas).
Based on our new results, we suggest targeting mTOR activity depending on the metabolic and besides molecular
genetic phenotype of tumours to increase the success of therapies.
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Mammalian target of rapamycin (mTOR) kinase repre-
sents an important regulator of cellular metabolism
besides of its effects on cellular growth, protein synthe-
sis, proliferation and survival. mTOR senses energy sup-
ply, nutrients, growth factors and other conditions in
tumour microenvironment (e.g. oxygen, stress) at the
crossroad of cellular signalling networks [1–3]. Available
energy and nutrients besides appropriate growth factors
allow mTOR activity which supports anabolic pathways,
however, the absence of the above mentioned factors
leads to the inactivation of mTOR and inhibits the anabol-
ism and induces the cellular catabolism, such as autoph-
agy. mTOR complexes orchestrate different pathways and
based on their input influence cellular growth and meta-
bolic programs. mTOR kinase exists in two structurally
and functionally different protein complexes: rapamycin
sensitive mTORC1 and rapamycin-resistant mTORC2
(however, mTORC2 could be rapamycin sensitive during
a long-term treatment) [4, 5]. The multiple regulatory
functions of mTOR complexes are achieved through
different downstream targets. Translation, ribosome and
mitochondrial biogenesis, autophagy, lipid biosynthesis
are controlled by mTORC1, which phosphorylates e.g.
p70S6K and 4-EBP1 and consequently other targets such
as S6 which is a well-known marker of mTORC1 activity
at protein level. mTORC2 phosphorylates e.g. Akt (at
S473), SGK1 and PKCα and enhances survival and
cytoskeletal reorganization [3]. Data about other func-
tions of mTORC2 are emerging e.g. a potential meta-
bolic regulatory role of mTORC2 is also in the centre
of interest in recent studies.
The failures in PI3K/Akt/mTOR signalling pathway and
hyperactivated mTOR kinase have been described in
many tumours. In fact, a correlation between elevated
mTOR activity – especially with potential high
mTORC2 activity (mTORC2 complex related Rictor
overexpression) – and poor clinical prognosis of dif-
ferent malignancies has been previously described in
our and other studies [6–8]. Rapamycin (mTORC1 in-
hibitor) and its analogues (rapalogs; e.g. temsirolimus,
everolimus) have been approved by FDA (Food and
Drug Administration) and EMA (European Medicines
Agency) in certain lymphomas, renal cell carcinomas,
pancreatic and breast cancers; rapalogs and newly de-
veloping inhibitor phase studies are ongoing in many
other malignancies.
The regulatory role of mTOR activity in the metabolic
reprogramming has been highlighted in recent years.
mTORC1 complex activity is necessary for appropriate
glycolysis, glutamine consumption, pentose-phosphate
pathway, lipid and nucleotide synthesis; moreover, it
downregulates autophagy [9–11]. Through regulating
these mechanisms, mTOR activity can help the adaptation
to altered energy-, nutrient supplies and microenviron-
ment in metabolic reprogramming [12–14].
Lactate production is a result of Warburg effect in
different tumours [10, 15]. Lactate can be regarded as an
oncometabolite – oncometabolites are defined as small-
molecule components of normal metabolism of which
accumulation causes signalling dysregulation to establish
a milieu that initiates carcinogenesis – based on emer-
ging data. Lactate contributes to many effects which
help the survival and clonal evolution of resistant
tumour cells in tissue microenvironment [16–18]. The
tumour microenvironment is a complex network of
extracellular matrix molecules, soluble factors, non-
tumorous cells, including stromal (e.g. cancer associated
fibroblasts and endothelial cells, adipocytes) and immu-
noregulatory cells. Among the soluble factors present in
the microenvironment, lactate production has particular
importance through its effects not only in cancer, but
also, in neighbouring cells. In vivo lactic acid contributes
to acidosis, which – besides triggering pain in cancer
patients – has more important signals for tumour angio-
genesis and tumour immunosuppression, as well [19]. In
addition, the decreasing pH may contribute to the
metastasis formation (e.g. through MMP activation,
matrix remodelling) of some cancers [19].
Moreover, tumour and stromal cells can utilize lactate
for energy production depending on the oxygen concen-
tration in metabolic symbiosis, as well [20, 21]. Certain
dysfunctioning metabolic enzymes – e.g. mutated FH,
SDH or IDH (mitochondrial IDH2 or cytoplasmic IDH1)
– promote the accumulation of other oncometabolites
such as fumarate, succinate and D-2-hydroxyglutarate
[17, 22]. 2-hydroxyglutarate could exist as L- or D-
enantiomers. Low level of L-2-HG could be produced
independently from mutant IDH activity in certain cells
at hypoxic conditions (e.g. malate dehydrogenase).
However, D-2-HG (2-HG) is generated from α-KG by
the mIDH and the level of this oncometabolite is highly
elevated in mIDH bearing malignant cells [23].
The role of different oncometabolites is intensively
studied in many tumourigenic events (pseudohypoxia,
DNA methylation, histone modification etc.) and bio-
energetics of tumour cells. Moreover, the expected
regulatory role of 2-HG was also concluded in repro-
gramming of normal stromal cells, which could have
tumour promoting effects on the microenvironment, as
well [24]. IDH1 mutations are described in 80% of gli-
omas, 20% of acute myeloid leukemias (AMLs) and in
certain cholangiocarcinomas, thyroid cancers and chon-
drosarcomas [23, 25]. There are no data available about
the role of mTOR activity in 2-HG production in any
homozygous or heterozygous IDH mutant cells. Con-
sidering the aberrant regulatory impact of mTOR in
malignant cells the question has been addressed whether
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mTORC1 operates through controlling of oncometabo-
lite accumulation in metabolic reprogramming.
In the present work, a heterozygous IDH1 mutant cell
line and its rapamycin sensitivity were studied in vitro
and in vivo. Our new results proved the role of mTOR
activity and the inhibitory effect of rapamycin both in
lactate and in 2-HG oncometabolite productions of
heterozygous IDH1 mutant fibrosarcoma cells.
Methods
All materials were purchased from Sigma-Aldrich,
except where it is indicated in the text.
In vitro cell cultures and different treatments
HT-1080 endogenous heterozygous IDH1 mutant cell
line was used for both in vitro and in vivo experiments.
HT-1080 (CCL121-ATCC); KMH2, DEV (human Hodgkin
lymphoma cells purchased from DSMZ), ZR-75.1
(CRL-1500-ATCC), U251 MG homozygous IDH1-
R132H mutant (kindly provided by prof. W. Leenders)
[26]) cells were cultured in RPMI 1640 (R8758) or
DMEM high glucose (Biosera, LM-D1108) (for U251
MG) medium supplemented with 10% (20% for DEV)
fetal bovine serum (Hyclone) and gentamycin (for U251
MG penicillin-streptomycin). For different measure-
ments, we plated the cells into T25 or T75 flasks (for
Western blot, LC-MS and 13C-labelling experiments) or
onto 6-, 96-well plates (for flow cytometry and Alamar
Blue proliferation tests) using appropriate cell numbers
(3-8×105 cells/flask or 2-50×103 cells/well). Cells were
treated with rapamycin (0.01–200 ng/mL), PP242
(1 μM, Tocris), BPTES (10 μM), Zaprinast (1-100-
300 μM), sodium-L-lactate (5 mM), sodium D-2-
hydroxyglutarate (0.5 mM) for 24–72 h. In 13C-labelling
metabolic experiments, the plated cultures were washed
(with DMEM D5030 – glucose-, glutamine- and
pyruvate-free medium) and the medium was replaced
by DMEM D5030 medium during labelling.
For 13C-labelling cells were incubated with 10 mM
U-13C-glucose or 4 mM U-13C-glutamine or 10 mM
2-13C-acetate (Cambridge Isotope Laboratories, Andover,
MA, USA) in D5030 medium for one hour before
the extraction.
Cell proliferation, apoptosis and migration assays
To analyse the proliferation capacity Alamar Blue test
was used (Thermo Fisher Scientific) – the incubation
period was 4 h. Fluorescence was measured by Fluoros-
can Ascent FL fluorimeter software (Labsystems Inter-
national). Percentage of proliferation was given relative
to control samples.
Apoptosis and cell cycle were measured by SubG1
analysis as described by Nagy et al. [27]; 106 cells were
fixed in ice-cold ethanol (70%), followed by alkaline
extraction (200 mM Na2HPO2, pH 7.4), then stained
with propidium-iodide. The measurements were carried
out with FACSCalibur (BD Biosciences) and analysed by
Kaluza software (Beckman Coulter).
Vertical migration from monolayer into extracellular
matrix (ECM; MAXGel ECM) gel was studied using
untreated and rapamycin treated (48 h, 50 ng/mL) HT-
1080 cells (5×104) in six-well micro-plates and then
ECM was overlaid and the tumour cells were allowed to
migrate into the gel in the next 24 h. At the end of the
incubation period the ECM gel was removed from the
monolayer, the cells were released from both compart-
ments and were counted in hemocytometer. The migra-
tory capacity was given in the percentage of the cells
which migrated into the matrix after rapamycin treat-
ment related to the controls [28].
Expression analysis of different proteins by Western blot
and flow cytometry
For Western blot analysis protein extracts from lysated
cells were quantitated using Quant-iT protein assay
(Invitrogen) and were separated by SDS-PAGE. Proteins
were transferred to PVDF membrane applying semidry
technique (BioRad), membranes were incubated with the
following antibodies: anti-phospho-mTOR (Ser2448,
1:1000, #2971; Cell Signaling Technologies – CST), anti-
phospho-S6 (Ser 235/236, 1:1000, #2211; CST), anti-
Rictor (1:1000, #2140; CST), anti-Raptor (1:500, #89603;
Novus), anti-mTOR (1:1000, #2938; CST), anti-S6 (1:1000,
#2317; CST), anti-lactate dehydrogenase A (LDH-A)
(1:1000; #3582, Cell Signaling), anti-glutaminase (Gls)
(1:1000; #15676, Abcam) and anti-β-actin (1:5000; #A228,
Sigma-Aldrich) as loading control. Finally, biotinylated
secondary antibodies, avidin-HRP complex (Vectastain
Elite ABC Kit, Vector) and enhanced chemiluminescence
technique (Pierce ECL Western Blotting Substrate using
Kodak-Xmat) were used.
For flow cytometric measurements 106 cells were fixed
and permeabilized using IntraStain Kit (DAKO), then
were stained with the appropriate primary antibodies
anti-LDH-A (1:200; #3582, Cell Signaling), anti-Gls
(1:250; #15676, Abcam) after different treatments. LDH-
A and Gls expressions were detected with secondary
anti-rabbit IgG Alexa-Fluor 647 antibody (Invitrogen).
Samples were measured by Navios flow cytometer
(Beckman Coulter) and analysed by Kaluza software
(Beckman Coulter). Displayed results are mean fluores-
cence intensities (MFI).
Confirmation of IDH mutation by Sanger sequencing
Both IDH1 and IDH2 genes were analysed after using
routine DNA Isolation kit for Cells and Tissue
(Roche), specific amplifications (AmpliTaqGold Master
Mix with the appropriate primers - IDH1 exon4 forward:
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aaaactttgcttctaatttttctcttt; reverse: acatacaagttggaaatttctgg,;
IDH2 exon4 forward: tctagactctactgccttcctc; reverse: gtca
gtggatcccctctcca – AppliedBiosystems), purification (Exo-
SAP-IT – Affimetrix) and direct sequencing (25 cycles at
51 °C, BigDye 3Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit in
Genetic Analyser 3500 - Applied BioSystem).
Metabolite analysis using liquid chromatography mass
spectrometry
Intracellular metabolites (lactate, citrate, malate, succin-
ate, 2-HG) were extracted by a modified method based
on Szoboszlai et al. [29]. In brief, the cells were
quenched in liquid nitrogen and extracted by mixture of
MeOH–chloroform–H2O (9:1:1) and vortexed at 4 °C.
After centrifugation (15,000xg, 10 min, 4 °C) the clear
supernatants were kept at −80 °C. The samples were
prepared for LC-MS by the established derivatization
based on the protocol of Jaitz et al. [30]. For derivatiza-
tion 3-nitrobenzyl-alcohol + trimethyl-chlorsilane were
added to the dried samples, sonicated and incubated at
80 °C for 45 min. The reaction was stopped by 100 mM
ammonium-hydrogencarbonate solution. After these
processes the samples were diluted in acetonitrile-water
solution. Gradient elution was used with reversed-phase
chromatography in Waters Acquity LC system. The
detection was performed by Waters Micromass Quattro
Micro triple quadrupole mass spectrometer (Waters
Corporation, Milford MA, USA) using electrospray
source in the positive ion mode with single ion monitor-
ing mode. Standards (L-lactic acid, L-malic acid, succinic
acid, citric acid, D-2-hydroxyglutarate) and other chemi-
cals except for labelled substrates were purchased from
Sigma-Aldrich for these measurements. The analytes
were detected in multiple reaction monitoring mode in
MS. HT-1080 cells produce only D-2-HG [31]. Applying
this method, we did not distinguish L- and D- 2-HG
enantiomers and we use 2-HG, as a synonym for D-2-
HG in the manuscript.
For 13C-labelling, cells were incubated with 10 mM
U-13C-glucose or 4 mM U-13C- glutamine or 10 mM
2-13C-acetate (Cambridge Isotope Laboratories, Andover,
MA, USA) in D5030 medium for one hour before the
extraction.
In vivo studies with HT-1080 xenograft model
Xenograft tumours were established in SCID mice by
injecting 2 × 106 HT-1080 cells subcutaneously (s.c.) into
the sole region of 8–10-week-old (20–23 g) mice.
Palpable tumours were removed and cut into equal
pieces then were transplanted into secondary recipient
mice. When palpable s.c. tumours developed, animals
were divided into control and rapamycin-treated groups
(n = 10 each). Rapamycin (Rapamune 1 mg/mL, Wyeth
Europa Ltd.) was administered by gavage at 3 mg/kg
body weight three times per week for 3 weeks. Control
groups were treated with saline. Body weight and
tumour size were determined. Tumour volume was
calculated as follows: п/6 × (2 × shorter diameter + longer
diameter)/3)3. Tumour weights were measured in eutha-
nized animals at the end of the experiments. Tumour
tissues were formalin-fixed and paraffin-embedded.
Immunostaining was performed by anti-p-S6 (1:100;
#2211; CST), anti-p-mTOR (1:100; 2971, CST), anti-Gls
(1:200, #15676, Abcam) and anti-LDH-A (1:400; #3582,
CST) antibodies according to Krencz et al [32]. Frozen
tumour samples were also preserved at -80 °C for
LC-MS metabolite extraction. In vivo experiments
were approved by the Institutional Ethical Review
Board (PEI/001/2457-6/2015) and the Institutional
Animal Care Laboratory, with official permissions
(PEI/001/1733-2/2015).
Statistical analysis
The data are presented as mean ± standard deviation
and calculated from three independent experiments with
minimum three or more parallels, depending on the
used method. Data evaluation was performed using
Student’s t (two-tailed) test and variance analysis
(ANOVA) for multiple comparisons with PAST 3.05
software. p < 0.05 was considered statistically significant.
Results
The source of elevated oncometabolite levels (lactate and
2-HG) in IDH1 mutant HT-1080 cells
Characterising the dominant bioenergetic process in HT-
1080 fibrosarcoma cells increased glycolysis and impaired
TCA (tricarboxylic acid) cycle were observed in our previ-
ous study [33]. 2-HG production (Fig. 1a) – high level of
this oncometabolite was detected by LC-MS – and the
decreased number and irregular arrangement of the cris-
tae in mitochondria (electron microscopy-data not shown)
represent other remarkable properties of HT-1080 cells.
To elucidate the involvement of IDH1 in the enhanced
production of 2-HG the exons of IDH1 gene were
sequenced. Heterozygous IDH1 gene mutation (R132C)
was confirmed by Sanger sequencing in the studied HT-
1080 cells (Fig. 1b).
High levels of lactate (~27 nmol/106 cells) and 2-HG
(~18 nmol/106 cells) regarded as oncometabolites were
characteristic features of HT-1080. The sources of the
produced oncometabolites were studied after using
different 13C labelled substrates (glucose, glutamine,
acetate) and LC-MS. Incorporation of 13C atoms was
shown in ~16% of lactate after one-hour 13C glucose
labelling in HT-1080 cultures. However, neither U-13C
glutamine nor 2-13C acetate could label lactate in these
cells. Low level of 13C labelling from glucose was
detected in 2-HG (~6% of total 2-HG pool), as well.
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Acetate substrate could not label 2-HG. However, glu-
tamine was proved to be a remarkable source (~15%) of
2-HG (Fig. 1c).
Rapamycin inhibited mTOR related protein expression,
cell proliferation and migration of HT-1080 cells
The role of the described high mTORC1 activity [33]
was studied in our work by rapamycin (mTORC1 inhibi-
tor) treatment. Dose dependent anti-proliferative effect
(0.1–200 ng/mL) of rapamycin was tested in vitro; based
on the evaluation of our and other published results
50 ng/mL was selected for further in vitro studies. Both
Alamar Blue test and the evaluation of cell number con-
firmed the time dependent effect (Fig. 2a) of 50 ng/mL
rapamycin, as well. These were supported by flow cy-
tometry, however, apoptotic effect was not detected after
rapamycin treatment in these IDH1 mutant cells after
24–72-h treatment (data not shown). The migration of
HT-1080 cells was also inhibited after rapamycin treat-
ment in ECM gels, the number of the migrated cells was
reduced by more than 80%. Rapamycin sensitivity was
confirmed after 48-h treatment by Western blot (Fig. 2b).
Densitometric analysis showed significantly decreased
expression in phosphorylated forms of S6 and mTOR
(more than 85% decreasing in both p-S6 and p-mTOR,
besides the total level of S6 and mTOR did not change).
In parallel, Raptor and Rictor expressions were also
reduced.
Rapamycin decreased lactate and 2-HG oncometabolite
production by reducing the amount of LDH-A and
glutaminase enzymes
Significantly decreased intracellular levels of lactate and
2-HG were detected using LC-MS measurements after
in vitro rapamycin treatment (Fig. 3a, b). Rapamycin
altered the levels of various TCA cycle intermediates, as
well; however, these changes were not proved to be
significant (Fig. 3c). The effect of the remaining 2-HG
and lactate levels in parallel with 48-72-h rapamycin
treatment were also tested in vitro by adding 2-HG and/
or lactate. In our experimental systems, we could not
observe significant influences of lactate and/or 2-HG in
proliferation, in growth potential and in rapamycin sen-
sitivity of HT-1080 cells (Additional file 1: Figure S1.).
The metabolic effect was verified by using one-hour
13C-substrate labelling after 48-h rapamycin treatment
and measuring-evaluating unlabelled and labelled me-




Fig. 1 Consequence of IDH1 mutation in HT-1080. The detected 2-HG peak on chromatogram (LC-MS) (a.) and the heterozygous IDH1 gene
mutation which resulted IDH1 R132C was confirmed by sequencing (Sanger) (b.); The main sources of 2-HG production were evaluated by 13C
incorporations in 2-HG after one-hour U-13C-glucose or U-13C-glutamine labelling and LC-MS (representative data) (c.). tr: retention time;
m + 0 = unlabelled metabolites; m + 1/2/3 = 1/2/3 13C in 2-HG from glucose, m + 5 = 5 13C in 2-HG from glutamine, (m + 4 and m + 5
isotopomers were not detectable in these cells after one-hour glucose labelling in 2-HG)
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Fig. 2 In vitro effects of rapamycin in HT-1080 cells (anti-proliferative effect and the decreased expressions of mTOR activity related proteins). The
anti-proliferative effect of rapamycin was confirmed by Alamar Blue test after 4-24-48-72-h (the results of a representative experiment
n = 6, *:p < 0.05) (a.). Reduced expressions of mTOR kinase activity related proteins (p-S6 and p-mTOR) were shown after 48-h rapamycin
(50 ng/mL) treatment by Western blot analysis (representative blot) Co = control; R = rapamycin (b.)
a b c
d e f
Fig. 3 Rapamycin treatment reduced lactate and 2-HG productions in vitro (LC-MS measurements). The relative levels of lactate and 2-HG (a.); the
levels of these oncometabolites in nmol/106 cells (b.); the relative levels of succinate, malate and citrate (c.) after 48-h rapamycin treatment (50 ng/mL);
The changes in relative level of total lactate (m+ 0 and m+ 3) were shown after 48-h rapamycin treatment and one-hour U-13C-glucose labelling (d.);
The reduced level of total 2-HG (m+ 0 and m+ 1/2/3) was also detected after rapamycin treatment and U-13C-glucose labelling (e.) or U-13C-glutamine
substrate labelling (f.) m + 0 = unlabelled metabolites; m + 3 = 3 13C in lactate from glucose, m + 1/2/3 = 1/2/3 13C in 2-HG from glucose,
m + 5 = 5 13C in 2-HG from glutamine, (m + 4 and m + 5 isotopomers were not detectable in these cells after one-hour glucose labelling
in 2-HG); Levels of metabolites were expressed relative to the control (control level = 1) and the tables show the absolute levels of
labelled and unlabelled metabolites after rapamycin treatment. (n = 3, *:p < 0.05;)
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lactate from U-13C-glucose in control HT-1080 cells at
these experimental conditions. 48-h rapamycin treat-
ment reduced the level of total lactate (both 12C- and
13C-lactate) by more than 50% and blocked the incor-
poration of 13C from U-13C-glucose into lactate using
one-hour labelling period at the end of the treatments
(Fig. 3d). 2-HG production was also reduced effectively
after rapamycin treatment, U-13C-glucose and U-13C-
glutamine labelling studies confirmed that rapamycin
inhibited 2-HG production. The total level of 2-HG was
reduced by more than 75% and the amount of 13C-labelled
2-HG was also reduced significantly after using either
glucose or glutamine labelling in one-hour time period in
the treated cells compared to controls (Fig. 3e, f ).
The regulatory role of mTORC1 activity in both LDH-
A and glutaminase expressions were analysed by flow
cytometry in these experiments. Rapamycin reduced the
expression of LDH-A and glutaminase at protein levels
in HT-1080 cells after 48-h treatment (Fig. 4a, b). These
were further confirmed by Western blot, as well
(Fig. 4c). The role of glutaminase enzyme activity in
2-HG production was proved by Zaprinast and BPTES
treatments in HT-1080 cells. Similar to rapamycin, Zapri-
nast and BPTES could also reduce 2-HG production
(Fig. 4d). This was occurred at enzyme activity level [34],
as glutaminase inhibition did not influence the protein
expression of glutaminase negatively (data not shown).




Fig. 4 mTOR inhibitors (rapamycin, PP242) decreased the expressions of LDH-A and glutaminase proteins in HT-1080 cells; and glutaminase
inhibitors (Zaprinast, BPTES) have effects on both the proliferation and the 2-HG oncometabolite level in these cells. LDH-A and Gls expressions
were significantly reduced after 48 h rapamycin (50 ng/ml) and PP242 (1 μM) treatment (a. and b. show flow cytometric results, X-Gmean
average ± SD n = 3,*:p < 0.05; c. Western blot). The effects of mTOR and glutaminase inhibitors on the 2-HG production and proliferation (d.)
(Alamar Blue test; Rapa.: rapamycin 50 ng/mL; PP242: 1 μM; Zap.: Zaprinast 100 μM; BPTES: 10 μM). The effect of rapamycin and Zaprinast on the
2-HG production (e.) (LC-MS using U-13C-glutamine labelling; n = 3, levels of metabolites were expressed relative to the control (control level = 1),
m + 0 = unlabelled 2-HG; m + 5 = 5 13C in 2-HG, n.d.: not detected; *:p < 0.05). The results of Alamar Blue test after using 48-h Zaprinast and
rapamycin (50 ng/ml) combination treatments in HT-1080 cells (f.)
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in vitro (Fig. 4e, f ). However, rapamycin was significantly
more effective than Zaprinast after 48–72-h treatment.
Moreover, rapamycin and Zaprinast showed no additive ef-
fect on proliferation, this combination was not more effect-
ive than rapamycin alone (Fig. 4f).
To exclude non-target effect of rapamycin, as a chemical
compound, we used an other mTOR inhibitor (PP242)
and compared their effects on 2-HG, lactate production
and on LDH-A, Gls protein expression and on prolifera-
tion, as well. PP242 is an ATP-competitive compound,
which is highly selective to mTOR kinase in both
mTORC1 and C2 complexes; it is a non-FKBP12 binding
drug as mTORC1 inhibitor rapamycin. In addition, PP242
has similar effects on proliferation, Gls and LDH-A
protein level (Fig. 4c, d), in parallel PP242 reduced the
lactate level near to 60%, the 2-HG level near to 40%.
These suggest that the inhibition of mTOR kinase is
involved in the alteration of these parameters.
The lactate production of highly glycolytic other non-
IDH mutant cell lines were also tested after in vitro
rapamycin treatment in two human Hodgkin lymphoma
cells and in another previously metabolically charac-
terised ZR-75.1 human breast carcinoma cell line. 48–
72 h rapamycin treatment could reduce the amount of
lactate in these cells; the unlabelled lactate levels were
significantly reduced to 85%–65% (DEV-75%, KMH2-
85%, ZR-75.1–65%) in these other malignant cells. The
use of one-hour U-13C-glucose labelling at the end of
rapamycin treatments could confirm these changes, the
labelled 13C-lactate level decreased to 30% in DEV and
near to undetectable level in the other two cell lines in
our experiments. Furthermore, we have chance to ana-
lyse 2-HG production of a generated (genetically modi-
fied) homozygous IDH1 mutant glioma cell line – U251
MG. In these cells, we detected high 2-HG production
(~24 nmol/106 cells), however, the known low glycolytic
capacity of this kind of glioma cells was also observed.
The elevated 2-HG and proliferation levels were signifi-
cantly reduced (near to 75% and 80%, respectively) after
48-h mTOR inhibitor treatment which confirmed our
findings about the 2-HG reducing effect of rapamycin
treatment in other 2-HG producing tumour type, in
glioma cells.
Rapamycin inhibited the growth and the oncometabolite
production in HT-1080 xenografts in vivo
The in vivo inhibitory effect of mTORC1 inhibitor Rapa-
mune (oral rapamycin drug) on tumour growth was also
confirmed in HT-1080 xenotransplanted SCID mice.
Rapamune treatment significantly reduced tumour
weights and tumour volumes in vivo (Fig. 5a, b). The in
vivo inhibitory effect of the applied treatment on mTORC1
activity and on the expression of Gls and LDH-A were con-
firmed by using p-S6, p-mTOR, Gls and LDH-A
immunostainings (Additional file 2: Figure S2.). The sig-
nificantly reduced oncometabolite levels – lactate and 2-
HG – were also detected by LC-MS in frozen tumour
tissues of HT-1080 xenografts (Fig. 5c, d).
Discussion
Several studies have shown that metabolic intermediates
have potential to modulate oncogenic (including cellular
and extracellular mechanisms) and epigenetic processes.
Moreover, the accumulation of certain metabolites with
normal or altered structures – designated as oncometa-
bolites – may contribute to carcinogenesis in many
aspects [35, 36].
Noteworthy, oncometabolites are interconnected and
form a network to act by cooperative or autoregulated
manner in tumourigenesis, as well [35–38]. Recently,
Kottakis et al. have supported this network concept es-
pecially at epigenetic level in correlation with the func-
tions of mTOR controlled pathways [39]. This work
underlines the importance of our new data about mTOR
activity dependent regulation of lactate and 2-HG pro-
ductions in mIDH1 HT-1080 fibrosarcoma. The pre-
sented data showed that mTOR complex inhibitors – in
parallel reduce tumour growth and migration – have sig-
nificant inhibitory effect on the productions of both
glycolytic lactate and mainly from glutamine sourced 2-
HG oncometabolites in vitro and in vivo. According to
our results and the known microenvironmental tumour
promoting effects of tumour derived lactate, not only
the well-known anti-proliferative effect of mTOR inhibi-
tors should be considered. The altered levels of oncome-
tabolites, especially their potential extracellular effects
should also be taken into account in case of starting to
use rapalog treatments. For example, doxorubicin in-
hibits the proliferation, however, it could not signifi-
cantly alter the studied oncometabolite levels in HT-
1080 cells (data not shown, unpublished results). The re-
duction of lactate and 2-HG oncometabolites could have
fewer effects on stable tumour cell lines in short-term
treatments than in their microenvironment and in
the associated inflammatory or other “normal” (non-
tumour) cells at tissue level. The reduced levels of
oncometabolites are interesting for further studies because
rapamycin preferentially reduced the productions of lac-
tate and 2-HG relative to succinate, malate and citrate.
Our observations call the attention to the translational
effects of mTOR activity [37, 40], which were proved by
the detected decrease of LDH-A and Gls expressions at
protein level both in vitro and in vivo (Fig. 6.).
As far as the regulatory role of mTOR in protein
translation is concerned, there are only limited data
about mTOR hyperactivity dependent metabolic alter-
ations related to oncometabolite productions, especially
2-HG. The detected correlation between hyperactivated
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Fig. 5 The effects of rapamycin on tumour growth and on oncometabolite production in vivo. Growth curve of the tumour (a.), and the
measured tumour weights (b.), lactate (c.) and 2-HG (d.) levels of control and Rapamune (3 mg/kg, 3 weeks) treated HT-1080 xenografts (LC-MS,
n = 6,*:p < 0.05; metabolite levels in nmol/10 mg tumour mass were given
Fig. 6 The effect of rapamycin on metabolic profile of IDH1 mutant HT-1080 cells. Rapamycin treatment reduced the levels of two
oncometabolites in parallel - lactate and 2-HG - in high glycolytic, IDH1 mutant fibrosarcoma cells. mTOR inhibition decreased metabolic
capacity, the glycolysis and the glutaminolysis with remarkable downregulation of LDH-A and glutaminase enzyme expressions in HT-1080
cells (further explanation in the discussion)
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mTOR and LDH expressions and the related lactate pro-
duction corresponds to the known regulatory role of
mTOR activity in the expressions of glycolytic enzymes
[41, 42]. Various interactions between mTOR activity
and metabolic alterations including oncometabolite pro-
duction have been studied in few available reports ap-
plying different experimental conditions. It has been
reported that 2-HG could equally activate and inhibit
mTOR in different cells (genetically manipulated glio-
blastoma, C. elegans etc.) [43, 44]. Since different bio-
logical systems have been used in these experiments,
there is a possibility that the outcome of 2-HG action
has been influenced by different modulators such as
origin and timing of their presence. However, these an-
tagonistic impacts between oncometabolites and mTOR
activity may suggest a possible coordination of lactate
and 2-HG for joint tumour promoting functions. Never-
theless, it is noteworthy that our conclusion based on
the obtained results – with an established primarily het-
erozygous mutant IDH1 fibrosarcoma cell line – are in
harmony with those reported by Carbonneau et al [44].
Their results have demonstrated mTOR kinase activa-
tion in other models in different tumour cells (HeLa,
immortalized astrocytes) after octyl-2-HG treatment or
in newly mIDH transfected cells.
Herein we confirmed their findings that mIDH can
lead both to 2-HG production and to aberrant activation
of mTOR kinase [44] using other primarily endogenous
heterozygous IDH1 mutant cell line. However, our new
findings provide that the hyperactivity of mTOR kinase
is needed to produce 2-HG in the studied primarily
IDH1 mutant cells.
Nevertheless, the presented data support our view that
the detected reductions at different oncometabolite
levels correlate to the inhibited proliferation, migration
after rapamycin treatment in HT-1080 cells in vitro. The
detected decrease of mTOR activity and its correlation
with diminished oncometabolite level and tumour
growth were also demonstrated in vitro xenografts in
our study. This effect of rapamycin treatment highlights
the importance of mTOR activity in malignant pheno-
type of IDH1 mutant cells. Our results – concerning the
potential roles of mTOR activity and 2-HG production
in migration of malignant cells – confirm the recently
published data about the enhanced migration capacity of
mIDH1 transfected glioma cells [45]. Only this study
and our work show the potential benefit of mTOR
inhibitors on the migration of IDH mutation related
malignant cellular phenotype, in this context.
The anti-tumour effects of rapalogs, other mTOR in-
hibitors and elevated mTOR activity have been de-
scribed previously in many tumours including gliomas,
AMLs and chondrosarcomas (where the occurrence of
the IDH mutation is remarkable) [46]. Rapalogs and
newly developed mTOR inhibitors are being tested with
recurrent and therapy resistant malignancies, especially
in AML and glioma patients [47–49].
Based on our recent findings and the emerging data
about the relation between high mTOR activity and IDH
mutation, we also highlight the importance of recently
ongoing and future studies in different AMLs, gliomas,
and sarcomas. We also suggest studying the metabolic
profile, IDH status or oncometabolite productions – e.g.
lactate and 2-HG level – in these patients. Our results
showed that the endogenous mutant IDH1 expressing
HT-1080 fibrosarcoma cells with glycolytic phenotype
proved to be a suitable model to characterise the role of
mTOR in the regulation of 2-HG and lactate produc-
tions. The present study provided evidence for the
first time for simultaneous reduction of two onco-
metabolites (lactate and 2-HG) by mTOR inhibitor.
Moreover, we could detect such a reducing effect of
rapamycin in oncometabolite level, especially in glyco-
lytic lactate production in other lymphoma and breast
cancer cells.
Other laboratories – with separate studies on either
lactate or 2-HG expression– have described that specific
glycolysis or glutaminolysis inhibitors (such as deoxyglu-
cose or Zaprinast, BPTES) can reduce the cellular prolif-
eration in vitro, however, they have no significant
efficacy in vivo in monotherapy [34, 50, 51]. The mTOR
inhibitors (rapamycin mTORC1 and PP242 C1-C2
inhibitors) showed high efficacy in our study. Rapamycin
and PP242 significantly inhibited tumour growth in HT-
1080 IDH mutant cells, where the productions of two
oncometabolites were also attenuated. High concentra-
tions of lactate and 2-HG exert tumour promoting
potential in a cooperative manner with the surveillance
of mTOR activity (e.g. 2-HG initiates DNA hypermethy-
lation and lactate fuels the bioenergetic process) [16, 52]
which can be present in the studied HT-1080 cells. Cer-
tainly, the above outlined network and its role in the poten-
tial metabolic symbiosis of the tissue microenvironment
could be regarded as an important phenomenon. However,
this cannot be denoted as an exclusive mechanism to main-
tain malignant phenotype of HT-1080 fibrosarcoma cells.
In addition, it has been published recently by E. Allen
et al. that inhibition of mTOR in combination can
disrupt the metabolic symbiosis of normoxic and hyp-
oxic cells in the developing targeted therapy resist-
ance [53]. This and our new results suggest that
targeting mTOR activity could have a promising potential
in different new combination treatments depending on
the metabolic phenotype of tumours.
These and our recent findings highlight that tumour
promoting mechanisms supported jointly by lactate and
2-HG oncometabolites – regulated by mTOR dependent
translational effects –, and especially the role of metabolic
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crossroads would be a promising approach to recognise a
set of molecular targets for anticancer therapy.
Conclusions
In conclusion, the mTORC1 inhibitor (rapamycin) showed
high efficacy in our models. The high mTOR activity re-
lated biological advances in tumour proliferation were
inhibited by rapamycin both in vitro and in vivo in the
studied heterozygous IDH1 mutant cells. Moreover, the al-
tered metabolic profile, the consequences of metabolic
adaptation to IDH1 mutation and to other tumourigenic
alterations (e.g. hyperactivated glycolytic pathway) such as
the high levels of two oncometabolites – 2-HG and lactate
– were also disrupted after the specific effect of rapamycin
treatment. Considering the role of these oncometabolites in
intracellular and microenvironmental regulatory networks
and their role in metabolic symbiosis it could be regarded
that rapamycin and other developing mTOR inhibitors
may have additional effects besides their anti-
proliferative effects in different tumours with character-
istic highly glycolytic phenotype, especially in case of
IDH1 mutation (such as AML, gliomas, chondrosar-
comas). Based on our new results we could suggest
targeting mTOR activity depending on the metabolic
besides molecular genetic phenotype of tumours to
increase the success of the future therapies.
Additional files
Additional file 1: Figure S1. Adding 2-HG, lactate did not influence
the anti-proliferative effect of rapamycin treatment in HT-1080 cells. The
in vitro anti-proliferative effect of rapamycin (50 ng/ml), Na-L-lactate
(5 mM) and D-2-HG (0.5 mM) combination treatments were studied
by Alamar Blue test after 48–72 h (the results of a representative
experiment n = 6, *:p < 0.05; Rapa = rapamycin, 2-HG = 2-hydroxyglutarate,
lac = lactate) (PDF 147 kb).
Additional file 2: Figure S2. The representative photos of p-mTOR,
p-S6, LDH-A and Gls immunostainings in HT-1080 xenograft tumours. The
expressions of p-mTOR, p-S6, LDH-A and Gls were studied in control and
Rapamune treated xenograft tumours (DAB-brown staining; magnification
400X) (PDF 209 kb).
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Abstract
Background: Bioenergetic characterisation of malignant tissues revealed that different tumour cells can catabolise
multiple substrates as salvage pathways, in response to metabolic stress. Altered metabolism in gliomas has received a
lot of attention, especially in relation to IDH mutations, and the associated oncometabolite D-2-hydroxyglutarate (2-HG)
that impact on metabolism, epigenetics and redox status. Astrocytomas and oligodendrogliomas, collectively called
diffuse gliomas, are derived from astrocytes and oligodendrocytes that are in metabolic symbiosis with neurons;
astrocytes can catabolise neuron-derived glutamate and gamma-aminobutyric acid (GABA) for supporting and
regulating neuronal functions.
Methods: Metabolic characteristics of human glioma cell models – including mitochondrial function, glycolytic
pathway and energy substrate oxidation – in relation to IDH mutation status and after 2-HG incubation were studied
to understand the Janus-faced role of IDH1 mutations in the progression of gliomas/astrocytomas. The metabolic and
bioenergetic features were identified in glioma cells using wild-type and genetically engineered IDH1-mutant
glioblastoma cell lines by metabolic analyses with Seahorse, protein expression studies and liquid chromatography-
mass spectrometry.
Results: U251 glioma cells were characterised by high levels of glutamine, glutamate and GABA oxidation. Succinic
semialdehyde dehydrogenase (SSADH) expression was correlated to GABA oxidation. GABA addition to glioma cells
increased proliferation rates. Expression of mutated IDH1 and treatment with 2-HG reduced glutamine and GABA
oxidation, diminished the pro-proliferative effect of GABA in SSADH expressing cells. SSADH protein overexpression
was found in almost all studied human cases with no significant association between SSADH expression and
clinicopathological parameters (e.g. IDH mutation).
Conclusions: Our findings demonstrate that SSADH expression may participate in the oxidation and/or consumption
of GABA in gliomas, furthermore, GABA oxidation capacity may contribute to proliferation and worse prognosis of
gliomas. Moreover, IDH mutation and 2-HG production inhibit GABA oxidation in glioma cells. Based on these data,
GABA oxidation and SSADH activity could be additional therapeutic targets in gliomas/glioblastomas.
Keywords: Glioma, Bioenergetics, IDH1 mutation, 2-hydroxyglutarate, Glutamine, GABA, Succinic semialdehyde
dehydrogenase
* Correspondence: anna@korb1.sote.hu; hsebanna@gmail.com
11st Department of Pathology and Experimental Cancer Research,
Semmelweis University, Üllői út 26, Budapest 1085, Hungary
Full list of author information is available at the end of the article
© The Author(s). 2018 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to
the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.




Gliomas, glial cell derived central nervous system malig-
nancies, are a heterogeneous, aggressive tumour type with
poor prognosis. The incidence of isocitrate dehydrogenase
(IDH) mutations is high in low-grade gliomas. Despite the
fact that these malignancies are still incurable, patients
with IDH-mutant gliomas have a better prognosis and re-
sponse to chemo-and radiotherapy than patients with
IDH wild-type tumours [1, 2]. IDH mutations can also be
implicated in the formation of other tumour types (acute
myeloid leukaemia – AML, chondrosarcomas, intrahepa-
tic cholangiocarcinoma – ICC). In these non-glial malig-
nancies, IDH mutations appear to confer a worse
prognosis to the patient; although there is some contro-
versy in case of ICC and AMLs [3, 4].
Based on highly detailed analyses of the genetic basis for
malignant progression (gene amplifications, mutations,
loss of chromosome arms, gene expression, DNA methy-
lation status), several altered pathways in IDH-mutated
gliomas were characterised, including RTK-PI3K-mTOR,
Notch signalling, cell cycle and DNA damage response
regulation. These studies concluded that IDH mutation is
at the centre of epigenetic alterations in glioma cells [5, 6].
The prevalence of IDH mutation is high in grade II-III
and secondary glioblastomas (70–80%), the most fre-
quently (> 90%) mutated IDH isoform is the cytosolic
IDH1 R132H [7, 8], that has gained a neomorphic activity
resulting in conversion of α-ketoglutarate (aKG) to the
oncometabolite D-2-hydroxyglutarate (2-HG). In addition,
the mutation has a negative impact on the function on the
wild-type allele [9].
2-HG can accumulate to millimolar concentrations in
cells and in the extracellular environment [10, 11]. More-
over, mutated IDH1 not only causes 2-HG production,
but also initiates changes in metabolic adaptation of mu-
tated cells [12]. Mutant IDH1 oxidises NADPH to NADP+
during 2-HG production, instead of reducing NADP+ to
NADPH as is done by the wild-type IDH1 enzyme during
conversion of isocitrate to aKG. Because 2-HG and aKG
are structurally very similar metabolites, 2-HG acts as a
competitive inhibitor of aKG-dependent dioxygenases in-
cluding prolyl-hydroxylases, histone- and DNA demethy-
lases [13–15]. Cancer-related metabolic alterations,
adaptations and their role in tumourigenesis and progres-
sion are extensively studied in many cancers. The meta-
bolic characterisation of human gliomas started with the
reinterpretation of Warburg effect suggesting that other
substrates than glucose can also be oxidised by glioma
cells [12, 16, 17], such as glutamine and acetate [18–20].
Multiple substrates can fill up the TCA cycle – which is
in the centre of metabolic activity – to provide acetyl-CoA;
and many studies reported that cells can use glutamine
and/or glutamate as catabolic substrates [21–23]. Previous
results suggested that glioma cells adaptively run the TCA
cycle backwards to power the electron transport chain, es-
pecially in case of IDH-mutant cells. Analogous to fumar-
ate hydratase (FH) and succinate dehydrogenase (SDH)
mutations, which can also cause oncometabolite produc-
tion, IDH mutation provides an example of how a single
mutation can reprogram cellular metabolism and affect
pathobiology [13, 15, 24].
Recent years have yielded exciting findings in the field
of tumour metabolism, and some aspects of these meta-
bolic alterations related to IDH mutations have also been
described [25, 26].
Astrocytes and GABA-ergic and glutamatergic neurons
play roles in the maintenance of the neurotransmitter
pools of glutamate and gamma-aminobutyric acid (GABA).
Astrocytes and neurons are in metabolic symbiosis, astro-
cytes can catabolise glutamate and GABA for supporting
and regulating neuronal functions. GABA can feed the
TCA cycle via the activities of GABA transaminase and
succinic semialdehyde dehydrogenase (SSADH) to produce
succinate [27]. The expression changes of GABA utilisation
enzymes and GABA consumption were only studied in few
recent publications in cancer research [28, 29].
An emerging question is whether glioma cells have the
ability to use the GABA shunt to support energy pro-
duction and proliferation. This indicates a need to
understand the effect of produced 2-HG (caused by
IDH1 mutations) on the former pathway.
Our study provides an exciting opportunity to advance
our knowledge of the effects of IDH1 mutation and
2-HG accumulation to identify several mechanisms
which can help to understand the Janus-faced role of
IDH1 mutations in the progression of gliomas – IDH
mutations could be driver oncogenic alterations, how-
ever, IDH-mutant human gliomas have better prognosis
than wild-type. In the present study, the alterations of
bioenergetic characteristics and different substrate oxi-
dation capacities in relation to the expressions of rele-
vant proteins in glioma cell lines were analysed
(Additional file 1: Figure S1 summarises the analysed
pathways). Our presented results demonstrate that
SSADH expression – an IDH mutation independent in
vivo characteristic of human glioma cells – provides a
possibility for GABA oxidation. This may have special
importance in survival, proliferation and metabolic adap-
tation of glioma cells.
Methods
All materials were purchased from Merck-Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Germany), except where it is indicated in
the text.
In vitro cell cultures
U251 MG (U251 wt), genetically engineered U251 MG
mutant IDH1 R132H overexpressing (U251 IDH1m)
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[25], U87 MG (ATCC) and U373 MG (kindly provided
by G. Sáfrány) human astrocytoma/glioblastoma cells
were cultured in DMEM high glucose medium supple-
mented with 10% foetal bovine serum, 2 mM L-glutamine
and 100 UI/ml penicillin-streptomycin. R132H mutation
status was confirmed by immunocytochemistry using
anti-IDH1 R132H (Dianova, H09 clone, 1:80) antibody in
different cell lines after paraformaldehyde (4%) fixation. For
metabolic flux experiments, cells were washed with DMEM
D5030 (glucose-, glutamine- and pyruvate-free medium)
followed by incubation with DMEM D5030 medium con-
taining U-13C-glucose, U-13C-glutamine or 2-13C-acetate
(Cambridge Isotope Laboratories Inc.). T25 or T75 flasks
(for Western blot, liquid chromatography-mass spectrom-
etry (LC-MS) and 13C-labelling experiments) and 96-well
plates (sulforhodamine-B and Alamar Blue proliferation as-
says), special Seahorse plates were used with appropriate
cell numbers (3–8 × 105 cells/flask or 2.5 × 103 – 5 × 104
cells/well) for different treatments and measurements. To
analyse the direct effect of 2-HG accumulation and the role
of GABA metabolism in U251 wt cells, 4 mM 2-HG, 5 mM
GABA and 0.6 mM vigabatrin were added for various time
periods (24 h, 72 h and 14/28 days). We selected concentra-
tions based on previous publications.
Cell proliferation measurements
Beside cell counting the proliferation rate was analysed
by sulforhodamine-B (SRB) assay which correlates to the
protein content of the analysed samples. For 72-h prolif-
eration assays 2.5 × 103 untreated or pre-treated glioma
cells/100 μl well were seeded; followed by incubation
under different conditions. Thereafter the cells were
fixed with 10% trichloroacetic acid subsequently stained
with SRB using 10 mM Tris, and the absorbance was
measured at 570 nm. In addition, Alamar Blue (Thermo
Fisher Scientific) test was also used for proliferation
studies. The incubation period was 4 h, fluorescence was
measured by Fluoroskan Ascent FL fluorimeter software
(Labsystems International). Percentages of proliferation
were given relative to control samples.
Expression analysis of different proteins by Western blot
Protein concentrations of cell extracts were measured
with using Bradford assay (Biorad). Equal amounts of pro-
teins were separated by 8–12% SDS-PAGE gels following
their transfer to PVDF membrane applying BioRad Trans
Blot Cell. Membranes were stained with Ponceau S, before
incubation the following primary antibodies were used in
expression studies: anti-phosphofructokinase P (PFKP)
(Cell Signaling 1:1000 #8164); anti-hexokinase 2 (HK2)
(Cell Signaling 1:1000 #2867); anti-β-F1-ATPase (ATPB)
(Abcam 1:2000 #14370), anti-glutaminase (Gls) (Abcam
1:1000 #156876); anti-acetyl-CoA synthetase 2 (ACSS2)
(Cell Signaling 1:1000 #3658); anti-alanine, serine, cysteine
-preferring transporter 2 (ASCT2) (Bethyl 1:2000
#A304-353A); anti-succinic semialdehyde dehydrogenase
(SSADH) (Abcam 1:1000 #129017); anti-GABA trans-
porter 1 (GAT1) (Abcam 1:500 #426). Finally, biotinylated
secondary antibodies, Vectastain Elite ABC Kit (Vector)
and enhanced chemiluminescence technique (Thermo
Fisher Scientific ECL Western Blotting Substrate) were
applied by using C-Digit System (Li Cor Biosciences) de-
tection equipment. The membranes were stripped and
probed by anti-β-actin antibody (Sigma-Aldrich; #A228;
1:5000), to prove equal protein loading as well.
Assay to detect cellular respiration and extracellular pH
changes
Real-time measurements of oxygen consumption rate
(OCR), reflecting mitochondrial oxidation and extracel-
lular acidification rate (ECAR), indicated as a parameter
of glycolytic activity, were performed on a Seahorse
XF96 Analyzer (Agilent Technologies, USA) based on
previous descriptions [30–32].
Glioma cell lines were plated in 100 μl complete DMEM
growth media at 1.5 × 104 cells/well density onto 96-well
Seahorse plates (Agilent Technologies, USA) 24 h prior to
the assays. The medium was removed and was replaced by
glucose-, glutamine- and pyruvate-free DMEM medium
(D5030 pH 7.4). The basal OCR and ECAR were calculated
via XF96 Analyzer software (Agilent Technologies, USA)
after 1.5-h incubation at this condition.
Following this, substrate utilisation was measured by
using different substrates in parallel wells.
During the measurements freshly prepared substrates
(glucose 10 mM, glutamine 2.5 mM, citrate 5 mM,
GABA 5 mM, lactate 5 mM, malate 10 mM, acetate
10 mM and glutamate 5 mM) and/or metabolic inhibi-
tors/modulators (oligomycin 2 μM, 2,4-dinitrophenol -
DNP 100 μM and antimycin A + rotenone 1–1 μM) were
injected into each well to reach the desired final working
concentration.
LC-MS/MS method for quantitative metabolite analysis
Intra- or extracellular metabolites - citrate, aKG, succin-
ate, fumarate, malate, glutamate, 2-HG - were extracted
by a modified method based on Szoboszlai et al. [33, 34].
Cells (minimum 5 × 105 cells) were quenched in liquid ni-
trogen. Metabolites were extracted from cells and in paral-
lel 300–500 μl supernatant by methanol-chloroform-H2O
(9:1:1) and vortexed at 4 °C. After centrifugation
(15,000×g, 10 min, 4 °C) the clear supernatants were
stored at -80 °C until measurements. Citrate, aKG, succin-
ate, fumarate, malate, glutamate and 2-HG concentrations
were assessed by using calibration curves obtained with
the dilution of analytical purity standards in the range of
0.5–50 μM. LC-MS grade water, LC-MS grade methanol
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and LC-MS grade formic acid were purchased from VWR
International Ltd. (Debrecen, Hungary).
LC-MS/MS assays were performed on a Perkin-Elmer
Flexar FX10 ultra-performance liquid chromatograph
coupled with a Sciex 5500 QTRAP mass spectrometer.
For chromatographic separation a Phenomenex Luna
Omega C18 column, (100 × 2.1 mm, 1.6 μm) was used
(GenLab Ltd., Budapest, Hungary). The mobile phase
consisted of water containing 0.1% (v/v) formic acid (A)
and methanol containing 0.1% (v/v) formic acid (B). The
mass spectrometer was operating in negative electro-
spray ionisation mode with the following settings: source
temperature: 300 °C ionisation voltage: − 4000 V, curtain
gas: 35 psi, gas1: 35 psi, gas2: 35 psi, entrance potential:
-10 V, CAD gas: medium. Quantitative analysis was per-
formed in multiple reaction monitoring (MRM) mode.
Different substrate consumptions were analysed using
13C-labelling and LC-MS measurements
Sub-confluent cells were washed and incubated in DMEM
D5030 medium with 10 mM D-U-13C-glucose or
4 mM L-U-13C-glutamine or 10 mM 2-13C-acetate (Cam-
bridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA) addition
for 1 h in short-time labelling experiments before the ex-
traction [32]. In 24-h labelling experiments – avoiding
long-term starvation/non-physiological conditions – cells
were seeded in DMEM D5030 medium supplemented
with FBS, and the combination of labelled and/or un-
labelled glucose (10 mM) and glutamine (4 mM) or acet-
ate (10 mM) were added to cell cultures for 24 h.
SSADH expression analysis by immunohistochemistry
(tissue microarray) in clinical samples
47 glioma patients (type: astrocytoma n = 14, oligo-
dendroglioma n = 14, glioblastoma n = 19; sex: female n
= 23, male = 24; WHO grade: II n = 9, III n = 19, IV n =
19; IDH1 R132H mutation: positive n = 32, negative n =
15) were included in a tissue microarray (TMA) study.
Three normal brain and renal tissues were included as
controls. Expression studies by IHC on biopsy materials
were approved by the Institutional Ethical Review Board
(TUKEB no. 7/2006). TMA sections were deparaffinised,
endogenous peroxidase blocking was followed by antigen
retrieval (sodium citrate; pH 6). Immunostaining was
performed by routine diagnostic antibodies (such as
anti-IDH1 R132H), SSADH (Abcam #129017 1:500)
antibody and Novolink Polymer Detection System
(Novocastra, Wetzlar, Germany), visualised by DAB and
counterstained with haematoxylin. H-scores (scale of 0–
300) were determined by two independent pathologists
with semi quantitative analysis of immunoreactivity
using 3DHistech Pannoramic Viewer program according
to Krencz et al. [35]. The H-score was calculated from
staining intensity (0, 1+, 2+, or 3+) and positively stained
tumour cells (percentage). The final H-score was calcu-
lated by averaging the H-scores of all the scores from
the same tissue. SSADH expression was categorised as
low (H-score 0–149) and high (H-score 150–300).
Statistical analysis
The data are presented as mean with standard deviation
and calculated from three independent experiments with
minimum three or more parallels depending on the
method used. Results were statistically evaluated through
one-way ANOVA with post-hoc Tukey’s and Dunnett’s
tests for multiple comparisons by IBM SPSS Statistics soft-
ware, version 22 (SPSS Inc.). Mann-Whitney U test and
Kruskal-Wallis test were used to compare SSADH expres-
sions and clinicopathologic parameters in human gliomas
using IBM SPSS Statistics software, version 22 (SPSS Inc.).
p < 0.05 was considered statistically significant.
Results
Characteristics of cellular respiration and glycolytic
activity in glioma cells
The basal oxygen consumption rates (OCR) among the in-
vestigated gliomas showed significant differences. The
lowest respiration rate was observed in U87 MG, while
the highest basal rate was produced by U373 MG cells in
DMEM D5030 medium (Fig. 1a). In contrast with the re-
spiratory parameters, there were no differences in the
basal extracellular acidification (ECAR) rates. However,
glucose addition reveals alteration in the metabolic adap-
tation of gliomas. Lactate productions using glucose ad-
ministration with or without mitochondrial respiratory
inhibitor were the highest in U87 MG cells, which have
the lowest basal respiratory activity (Fig. 1b). These find-
ings indicate an inverse relationship between the basal
oxygen consumption and the glycolytic activity. Addition-
ally, we compared the glutamine metabolising properties
of the examined gliomas. The glutaminolysis-driven re-
spiratory capacity was significantly higher in U251 wt cells
than in U87 MG or U373 MG cells (Fig. 1c). Using same
cell density, time-dependent growth showed individual
differences in these glioma cells (Fig. 1d), but these did
not correlate to their oxygen consumptions. U373 MG
cells have the fastest proliferation and these cells have
both high glucose utilisation and high respiratory capacity.
IDH1 mutation and related 2-HG accumulation increase
the basal respiration and decrease the glycolytic capacity
The effects of the most frequent IDH1 mutation (R132H)
of gliomas in energy metabolism and substrate consump-
tion were studied in an IDH1 mutation (R132H) carrying
glioma model (isogenic pair: U251 wt and its genetically
engineered counterpart - U251 IDH1m). Besides, we stud-
ied the short-term effects of 2-HG incubation in U251 wt
cells. Comparing the basal respiration of wt, 2-HG-treated
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wt and IDH1m U251 cells, significantly elevated OCR was
observed in case of IDH1m and 2-HG-treated wt cells
(Fig. 2a). In contrast, higher extracellular acidification
rates – especially after glucose addition – were measured
in U251 wt cells compared to IDH1m and 2-HG-treated
U251 wt cells (Fig. 2b). These alterations were detected by
Seahorse measurements, the altered characteristics related
to IDH1 mutation and 2-HG treatment were supported
by Western blot analyses of certain metabolic enzyme ex-
pressions in these models (Fig. 2c). Higher β-F1-ATPase
expression was detected in IDH1m cells in parallel with
increased OCR compared to wt cells. However, short-term
2-HG addition did not elevate the expression level of
β-F1-ATPase in U251 wt cells. Analysing certain key en-
zymes of glycolysis (e.g. hexokinase 2, phosphofructoki-
nase P), decrease in their expression was detected in
IDH1m and 2-HG-treated wt cells.
U251 wt and IDH1m cells have significantly different in
vitro growth characteristics. The proliferation of mutant
cells was lower than of wild-type cells registered by cell
number during culturing and SRB assay (doubling times
were calculated based on Roth V. et al. – [36] – the doub-
ling time of IDH1m cells was 1 h longer than wt by both
cell counting and proliferation assay. However, 72-h
(short-term) 2-HG treatment had no significant growing ef-
fect on cell proliferation rates in U251 wt cultures (Fig. 2d).
Intracellular metabolite concentration differences and the
main source of 2-HG production
The intracellular metabolite concentrations (measured by
LC-MS) confirmed the metabolic differences detected
among U251 cell culture systems (Fig. 3a). High level of
2-HG was measured in IDH1m cells and similar 2-HG
level was observed in 2-HG-treated wt cells by LC-MS
(Fig. 3b). Moreover, elevated levels of TCA metabolites
were observed in IDH1m and 2-HG-treated U251 wt cells
(Fig 3a). Inverse alterations were detected in glutamate
concentrations. The amount of glutamate was decreased
in IDH1m, but it was increased in 2-HG-treated wt cells
comparing to wt cells (Fig. 3b).
To identify which substrates are the prominent sources
for 2-HG production in IDH1-mutant U251 cells, the cells
were fed with 13C-labelled energy substrates (U-13C-glu-
cose, U-13C-glutamine, 2-13C-acetate) in D5030 medium.
Based on our 1-h-labelling results, both glutamine and
glucose could be sources of 2-HG (5.5% 13C-labelled
2-HG from glutamine and ~ 2% from glucose were de-
tected). Performing 24-h-labelling experiments, glutamine
was proven to be the main source of 2-HG – 87.43%
(sum-total =M+ n isotopomers) of the total intracellular
2-HG pool containing glutamine-derived 13C-labelling
(Fig. 3c), as compared to 13C-incorporation percentages of





Fig. 1 Oxygen consumption, extracellular acidification rate and glutamine oxidation differences were measured by Seahorse in U87 MG, U251 wt,
U373 MG glioma cell lines using D5030 medium. a Different oxygen consumption rates in the studied cell lines (pmol/min). b Extracellular
acidification rates were measured in minimal medium (D5030) at basal rate and after glucose (10 mM) addition following oligomycin (2 μM)
treatment. c Oxygen consumption rate curves in minimal medium (D5030), and after glutamine (2.5 mM) addition and using several metabolic
inhibitors and modulators (oligomycin - 2 μM; 2,4-dinitrophenol - DNP - 100 μM; antimycin - 1 μM - and rotenone - 1 μM) *:p < 0.05. d Time-
dependent growth of different glioma cell lines (U87 MG, U251 wt and U373 MG) at normal non-starving conditions. Cell proliferation was
monitored by SRB test using 2.5 × 103 cells/100 μl at the starting point of the experiments
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(Fig. 3c). Labelling intensities of extracellular 2-HG levels
correlated to and followed the intracellular ones in our
measurements (Additional file 2: Figure S2).
IDH1 mutation and 2-HG related different substrate -
including GABA - oxidation in U251 MG models
Beside glucose and glutamine, other substrates were also
involved to study different substrate oxidations by Sea-
horse technique using wt, IDH1m and 2-HG-treated
U251 wt cells. No differences between U251 wt and
U251 IDH1m cells were detected with respect to lactate,
citrate or acetate oxidations. In contrast, decreased oxi-
dation of glutamine, glutamate and malate was measured
in IDH1m cells (Fig. 4a). 2-HG-treated U251 wt cells
mimicked IDH1m cells regarding oxidation (Fig. 4b). En-
zyme expressions related to glutamine and acetate con-
sumption were detected by Western blot (Fig. 4c).
Intriguingly, significant GABA oxidation was detected in
U251 wt cells (OCR was elevated with 20%) (Fig. 4a). How-
ever, IDH1m cells did not oxidise GABA and this could be
mimicked in 2-HG treated U251 wt cells (Fig. 4b). The
pro- or anti-proliferative effects of short- and long-term
GABA, 2-HG and GABA+ 2-HG combination treatments
were also tested in U251 wt and IDH1m cells. Long-term
GABA treatment (for more than 3 weeks) significantly en-
hanced the proliferation of U251 wt cells, whereas signifi-
cantly lower increase in proliferation was found in IDH1m
cells (Fig. 4d). While 2-HG could not significantly reduce
the proliferation of the long-term GABA treated IDH1m
cells, 2-HG combination treatments reversed long-term
GABA effects in the wild-type cells (Fig. 4d). Short-term
(72 h) GABA, 2-HG treatments and their combination
showed similar tendency in wild-type cells, however, no
significant effect could be observed (data not shown).
According to the Human Protein Atlas (http://
www.proteinatlas.org) database, U251 cells do not ex-
press GABA receptor subunit mRNAs (GABRA 1–6,
GABRB1–3, GABRR1–3, GABRE and GABRQ), exclud-
ing receptor mediated effects of GABA. However, U251
cells do express SSADH and GAT1 proteins as shown by
Western blot. Of note, SSADH and GAT1 protein level
differences in IDH1m and 2-HG-treated U251 wt cells
were also found (Fig. 4c.). Noteworthy, U87 MG and
U373 MG did not express SSADH. Accordingly, these cells
did not oxidise GABA (Fig. 5a and b). To test the potential
role of GABA shunt and SSADH activity in the survival
and the proliferation of SSADH expressing U251 wt cells,





Fig. 2 IDH1 mutation (IDH1m) and the elevated 2-HG level related metabolic alterations in U251 glioma cells (oxygen consumption and
metabolic enzyme expression differences). a Oxygen consumption rates in U251 wt, U251 IDH1m and 2-HG pre-treated (72 h, 4 mM) U251 wt
cells (OCR was measured in D5030 medium by Seahorse). b Extracellular acidification data in minimal medium (D5030), and after glucose
(10 mM) addition and using oligomycin (2 μM) thereafter (Seahorse measurements). c Alterations in the expression of different metabolic
enzymes in IDH1m and 2-HG-treated (72 h, 4 mM) U251 glioma cells (representative Western blot results using anti-β-F1-ATPase - ATPB, anti-
hexokinase 2 - HK2, anti-phosphofructokinase P - PFKP and β-actin). d Differences in proliferation of U251 wt, IDH1m and 2-HG pre-treated (72 h)
wt cells. The relative proliferation was calculated related to U251 wt (100%), the growing capacity was monitored by SRB tests using 2.5 × 103
cells/100 μl at the starting point of the experiments; *:p < 0.05
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inhibitor). Vigabatrin reduced the proliferation of glioma
cells, as we could see this slight decrease in U251 wt cell
cultures, as well. In U251 wt cells, vigabatrin could lower
GABA oxidation, and in case of the presence of vigabatrin,
GABA addition was not able to influence the cellular prolif-
eration positively (Additional file 3: Figure S3). The exact
role of SSADH in the detected GABA-dependent
pro-proliferative effect needs examinations using specific
SSADH inhibition in further studies.
SSADH overexpression in human glioma cases
In vitro cell lines do not necessarily reflect clinical tu-
mours in all aspects [37]. Therefore, SSADH expression
was studied in human glioma biopsies and peritumoural
normal brain tissues (both cerebrum and cerebellum) by
immunohistochemistry. In peritumoural cerebral tissues,
high expression with H-score > 150 was observed in the
cortical region, however, white matter astrocytes showed
low to moderate expression (150 > H-score). In the cere-
bellum, moderate to high expression was observed in
both the molecular and the granular cell layers similarly
to the Purkinje cells; we recorded that cells have low
SSADH staining intensity (0/+) at non-tumoural areas.
We could detect a moderate expression level in astro-
cytes of white matter in situ and 3+ positivity in glioma
cells. Based on our results, SSADH protein level is
higher in glioma cells than in normal tissues in almost
all studied cases; therefore, we could not find any differ-
ences between IDH-mutant and wild-type cases at this
level. In the glioma biopsies, high SSADH expression
was characteristic for all histological subtypes (Fig. 5c).
High SSADH expression was found in 97% of cases. This
SSADH expression showed no associations with clinico-
pathological parameters such as age, gender, tumour
type, grade or IDH mutation status.
Discussion
Our main aim was to characterise the bioenergetic differ-
ences related to IDH mutations by using an isogenic cell
line pair with and without the IDH1 R132H mutation.
The effects of epigenetic and other (e.g. metabolic) alter-




Fig. 3 Altered metabolite concentrations in IDH1-mutant and 2-HG-treated (72 h, 4 mM) U251 wt cells and the evaluation of the bioenergetic
source of 2-HG production in U251 IDH1m cells (LC-MS measurements). a TCA cycle related metabolite levels (relative to wt) in IDH1m and 2-HG-
treated U251 wt cells - (DMEM high glucose medium + 10% FBS + 2 mM L- glutamine). b Alterations in intracellular glutamate and 2-HG levels
(relative to IDH1m) in 2-HG-treated U251 wt cells and in wt cells; u.d. = under detectable level - (DMEM high glucose medium 10% FBS + 2 mM L-
glutamine). c Unlabelled and 13C-labelled intracellular 2-HG productions (% of total 2-HG pool) (24-h labelling period). To avoid starving condition,
the medium was supplemented with 10% FBS and 10 mM D-glucose and/or 4 mM L-glutamine: 4 mM U-13C-glutamine labelling in D5030 + 10%
FBS and 10 mM D-glucose; 10 mM U-13C-glucose labelling in D5030 + 10% FBS and 4 mM L-glutamine; or 10 mM 2-13C-acetate labelling in D5030
medium + 10% FBS + 10 mM D-glucose and 4 mM L-glutamine. Unlabelled 2-HG does not contain incorporated 13C atoms, M + 1/2/3/4/5 =mass
number increased with 1/2/3/4 or 5 13C atoms in 2-HG from different labellings; *:p < 0.05
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previously [38–40]. However, few data are available about
the bioenergetic consequences of IDH1 mutation and
their role in growth and survival of tumour cells [25, 41].
Based on our Seahorse measurements (oxygen consump-
tion and extracellular acidification), higher oxygen con-
sumption is strongly correlated to mutant IDH1-produced
2-HG. In addition, after using 2-HG treatment in wild-type
cell cultures, the respiration was increased to similar level
as in IDH1-mutant cells. Alterations of intra- and extracel-
lular 2-HG besides Krebs cycle metabolite levels were ob-
served. These observations suggest the presence of
metabolic compensatory mechanisms in these cells. Our
results confirmed, that the Warburg phenotype is domin-
ant in IDH1 wild-type cells, whereas IDH1-mutant cells
prefer oxidative phosphorylation using substrates other
than glucose. Khurshed et al. published that glycolytic
enzyme mRNA expression levels are higher in IDH
wild-type tumour tissues and the expression levels of TCA
related enzymes are higher in IDH1-mutant human cases
[20]. It was also described that mutant IDH1 enzyme was
correlated with high mitochondrial density and increased
mitochondrial activity in oligodendroglioma cell line xeno-
grafts in vivo [41].
In our study, the significantly reduced glutamate level in
IDH1-mutant cells could correlate to enhanced glutamino-
lytic pathway (glutamine-glutamate-aKG-2-HG axis). This
was not observed in U251 wt cells after 2-HG incubation,
suggesting that glutamatolysis in IDH1-mutant cells is re-
lated to the necessity to replenish aKG levels, rather than by
2-HG induced effects [16]. Previous spectrometric analyses
have shown and highlighted that the most important source
of 2-HG is glutamine, and only low labelling could derive
from glucose due to limited glucose turnover [26]. Glutam-
ine was the main source of 2-HG in our experiments using
13C-labelled substrates in 1-h-and 24-h-labelling periods
which is in line with previous report [23]. Glucose and acet-
ate also contributed to 2-HG-labelling in 24-h 13C-labelling
experiments. This potential contribution of acetate substrate
in significant 2-HG 13C-labelling after 24 h was detected





Fig. 4 Energy substrate oxidation differences in wt, IDH1m and 2-HG-treated U251 wt cells. a Oxygen consumption compared to basal
respiration (%) after using different energy substrates: glucose (10 mM), glutamine (2.5 mM), citrate (5 mM), GABA (5 mM), acetate (10 mM),
malate (10 mM), lactate (5 mM), glutamate (5 mM) in U251 wt and U251 IDH1m cell lines in D5030 medium by Seahorse measurements, *:p <
0.05 **:p < 0.01. b Effects of 2-HG on glutamine and GABA oxidation in U251 wt, IDH1m and 2-HG-treated wt cells (the oxidation was measured
after with or without 2-HG (4 mM) pre-treatment (72 h) in D5030 by Seahorse measurements) *:p < 0.05, **:p < 0.01. c GABA metabolism related
enzyme (GAT1 - GABA transporter 1; SSADH - succinic semialdehyde dehydrogenase) expressions; glutamine metabolism related enzyme expressions
(glutaminase, ASCT2 - alanine, serine, cysteine-preferring transporter 2); and acetate consumption related ACSS2 (acetyl-CoA synthetase 2) enzyme
expression in U251 wt, IDH1m and 2-HG (4 mM) treated cells (72 h) using Western blot analyses. d Different growing characteristics of U251 wt and
U251 IDH1m cells using long-term (3-week-long) 2-HG (4 mM), GABA (5 mM) and combination treatments in DMEM high glucose. After 3-week long-
term continuous treatment (intermittently passaging 2 or 3 times per week) 2.5 × 103 cells/100 μl were plated for 72 h and terminated by SRB tests.
Data show the average of relative proliferations (untreated U251 wt – 100%) *: p < 0.05
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suggest that glucose and acetate are preferential substrates
in IDH wild-type, rather than IDH-mutant gliomas [20];
therefore, the relative contribution of glucose and acetate in
clinical IDH-mutant gliomas needs further investigations.
It has been shown in in silico studies that IDH1-mu-
tant gliomas have significantly higher lactate dehydro-
genase B expression comparing to wild-type tumours;
and higher lactate oxidation was hypothesised in IDH1
mutation bearing cells [20]. In our observations, we
could not detect significant differences in lactate and
acetate oxidation between wild-type and IDH1-mutant
glioma cells. However, our results show that glutamine,
glutamate and GABA energy substrates could significantly
increase oxygen consumption rate in IDH1 wild-type
U251 glioma cells (approximately 20% increase in OCR),
but not in their IDH1-mutant counterpart cells. These
suggest that GABA and glutamine can have an important
role in energy production through substrate oxidation
preferentially in IDH1 wild-type gliomas.
Dependency on glutamine and/or glutamate of IDH-
mutant gliomas has been reported previously [21, 23].
Our current study has demonstrated for the first time,
that GABA oxidation (using GABA as an energy sub-
strate) via the activity of SSADH can produce energy,
explaining our finding the GABA stimulated prolifera-
tion of U251 wild-type cells. However, emerging data
about the exact mechanism of GABA receptor mediated
pro-proliferative effects are still unclear and contradict-
ory [42, 43]. The detected pro-proliferative effect was
not the result of GABA-receptor stimulation [44] as
U251 cells lack expression of these. Based on our results,
2-HG could reverse the effect of GABA on proliferation.
In line with the absence of SSADH expression in U87
MG and U373 MG, these cell lines were not able to oxi-
dise GABA. Recent publications highlight the import-
ance of GABA shunt in primer and metastatic brain
tumours. The heterogeneity in cell lines with respect to
SSADH expression and GABA oxidation warrants fur-
ther investigation towards GABA use in human glioma
cases and in other tumours which may rely on the effect
of GABA use [28, 29, 45, 46]. Our IHC studies reveal
that both IDH-mutant and wild-type gliomas express
high levels of SSADH in contrast to normal brain, sug-
gesting certain role for GABA in growth and survival in
clinical tumours. This correlates to data of Human Pro-
tein Atlas, where 90% of studied human gliomas showed
moderate or high SSADH expression which indicates a
significantly higher expression than normal brain tissue.
Related to these El-Habr and his co-workers have demon-
strated that the accumulation of gamma-hydroxybutyrate
(by-product of GABA in central nervous system) and the re-




Fig. 5 GABA oxidation and SSADH expression differences in glioma cell lines; and common SSADH expression in human glioblastoma/glioma
samples. a Oxygen consumption rates after using GABA - as an energy substrate - in U251 wt, U251 IDH1m, U87 MG and U373 MG cells in D5030
(representative oxygen consumption curves - Seahorse measurements). b SSADH expression in U251 wt, U251 IDH1m, U87 MG and U373 MG
cells (representative Western blot results). c Summarised data about the evaluation of SSADH expressions in wt and IDH1m human samples
(upper diagram) and in different human glioma types (lower diagram) and representative IHC stainings with HE counterstaining (DAB-brown
staining, magnification 200×; normal human brain tissue and kidney were used as controls). ODG-oligodendroglioma, AC-astrocytoma and
GBM-primer glioblastoma
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phenotype in glioblastoma cases. They found higher SSADH
protein expression in glioma cells than in normal brain tis-
sue. They also described that downregulation, lowered ex-
pression and inhibited function of SSADH (shRNA
silencing and gamma-hydroxybutyrate – structurally shows
similarities to aKG and 2-HG – treatment) correlated to
lower proliferation capacity of glioma cells in vitro and in
vivo [47]. Regarding to high-grade gliomas which showed
lower SSADH expression at mRNA level in TCGA database,
in our study (47 cases were analysed), we could not confirm
this difference at protein level. Based on our and others’ re-
sults, SSADH protein level is higher in almost all glioma
cells than in normal tissues. These suggest that SSADH pro-
tein overexpression at tissue level could have special tumour
cell survival and growth promoting effect in both
IDH-mutant and wild-type cases. To clarify the role of
GABA metabolism, SSADH expression and functions need
further studies using both mRNA and protein expression
studies with patient follow-up. In these studies, overall sur-
vival data evaluations and if it is possible some SSADH func-
tion related analyses should be performed.
Our findings suggest that 2-HG may contribute to a less
aggressive phenotype through its inhibitory effect on
GABA oxidation. The detected SSADH overexpression in
human cases could support GABA metabolism through
either GABA oxidation or alternative GABA consump-
tions. Regarding to our and others’ results, GABA metab-
olism of gliomas might be a possible novel entry point for
therapy, especially in glioma patients with poor prognosis
and limited treating opportunities.
Conclusions
As discussed above, evaluating the dominant bioener-
getic pathways, preferred substrates (such as glutamine
or GABA) which can support tumour growth could help
to understand metabolic reprogramming and adaptation
facility better in glioma cells, and to seek new alterna-
tives for targeted therapy in this incurable aggressive dis-
ease, respectively.
Additional files
Additional file 1: Figure S1. Simplified scheme of the examined
bioenergetic pathways in the studied IDH1 wild-type and mutant glioma
cells. In our study, different energy substrate oxidation and metabolic
enzymes relating to the following bioenergetic pathways were analysed
regarding the role of IDH1 mutation. Energy substrate oxidation: glucose,
glutamine, citrate, GABA, acetate, malate, lactate and glutamine were
measured by Seahorse technique. Energy metabolites - succinate,
fumarate, malate, citrate, α-ketoglutarate, glutamate and 2-
hydroxyglutarate were determined by liquid chromatography-mass
spectrometry. Several protein expressions were measured by Western
blot analysis or immunohistochemistry - Glycolysis: hexokinase 2 (HK2),
phosphofructokinase P (PFKP), Glutaminolysis: alanine, serine, cysteine-
preferring transporter 2 (ASCT2), glutaminase (Gls), GABA shunt: GABA
transporter (GAT1), succinic semialdehyde dehydrogenase (SSADH),
acetate consumption: acetyl-CoA synthetase 2 (ACSS2). Other
abbreviations can be found in the figure: GLUT1: glucose transporter 1,
IDH: isocitrate dehydrogenase, LDH: lactate dehydrogenase, MCT1:
monocarboxylate transporter 1, OAC: oxaloacetate, SSA: succinic
semialdehyde. (PDF 348 kb)
Additional file 2: Figure S2. Extracellular 2-HG levels after 13C-substrate
labellings detected by LC-MS in U251 IDH1m cells. a., 2-HG pool after
24 h following 13C-substrates incubation: 4 mM U-13C-glutamine labelled
intra- and extracellular 2-HG. b., 10 mM U-13C-glucose labelled extracellular
2-HG in D5030. c., 10 mM 2-13C-acetate labelled 2-HG in D5030. Unlabelled
2-HG did not contain incorporated 13C atoms, M + 1/2/3/4/5 =mass number
increased with 1/2/3/4 or 5 13C atoms in 2-HG from different labellings (the
low rate of M + 4 is not visible in the figure). The labelling conditions were
given in the legends of Fig 3. (PDF 197 kb)
Additional file 3: Figure S3. Vigabatrin abolished the pro-proliferative
effect of GABA a., The effect of GABA (5 mM), vigabatrin (0.6 mM) and
GABA+vigabatrin on the proliferation of U251 wt glioma cells. SRB and
Alamar Blue (AB) proliferation assays were used in 24-h treated cell
cultures; b., Alterations in cell numbers (U251 wt cells) followed in
every 4-day passage using 3-week continuous treatment, the average
cell numbers were calculated from triplicates. (PDF 198 kb)
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